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RESUMO

TOMIZAWA, Marcia Mayumi. Variabilidade genética de isolados de
Agaricus blazei baseada em marcadores RAPD e PCR-RFLP. 2005. 92 p.
Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinem. é um cogumelo nativo do Brasil
que vem despertando a atengfio de varios pesquisadores em todo o mundo,
devido as suas propriedades farmacoldgicas e nutricionais. Com o objetivo de se
avaliar a variabilidade genética de alguns isolados utilizados comercialmente,
duas técnicas moleculares foram empregadas: RAPD ¢ PCR-RFLP da regifio
ITS do rDNA. Foram analisados nove isolados de A. blazei, provenientes de
diferentes regides do pais e dois isolados de 4. bisporus, que serviram como
controle. Estes isolados fazem parte da colegdo de fungos do Laboratério de
Cogumelos Comestiveis ¢ Medicinais do DBI/UFLA. Para analise de RAPD,
diferentes primers aleatorios foram utilizados, gerando um total de 445 bandas
polimérficas. Procedeu-se a avaliagdo de similaridade genética entre os isolados
pelo coeficiente de Dice e analise de agrupamento pelo método UPGMA. Os
resultados revelaram que os isolados CS1, CS3, CS4, CS6, CS8 e CS9 de 4.
blazei apresentaram uma alta similaridade genética sendo considerados isolados
de uma mesma origem ou clones. O isolado CS2 foi o mais divergente, seguido
dos isolados CS5 e CS7, com médias de 60,6%, 88,7% e 91,3% de similaridade
genética, respectivamente. A amplificagdo da regidio ITS do rDNA, utilizando os
primers ITS1/ITS4, resultou em um unico fragmento de aproximadamente
700 pb em todos os isolados analisados, os quais foram digeridos com diferentes
enzimas de restricdo para analise de RFLP. Os padrdes de restri¢cdio obtidos com
as enzimas Alul e Hindlll revelaram o polimorfismo interespecifico da regido
ITS entre as duas espécies analisadas, também confirmadas por meio do
seqilenciamento da mesma. Foi verificada, no isolado CS2, a ocorréncia de uma
possivel mutagio no sitio de restrigio da enzima Hindlll, dentro de algumas
repeti¢Ses da regido ITS do seu rDNA. No entanto, pela técnica de PCR-RFLP,
foi verificada a existéncia de um baixo polimorfismo intra-especifico da regido
ITS na espécie A. blazei. Portanto, outras regides que detectem maior
polimorfismo devem ser analisadas, uma vez que a variabilidade genética da
regido ITS parece ser reduzida nesta espécie.

*Comité Orientador: Eustaquio Souza Dias - UFLA (Orientador), Rosane Freitas
Schwan - UFLA e Jodo Bosco dos Santos - UFLA.



ABSTRACT

TOMIZAWA, Marcia Mayumi. Genetic variability of isolates of Agaricus
blazei based in markers RAPD and PCR-RFLP. 2005. 92 p. Dissertation
(Master in Agricultural Microbiology) ~ Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinem. is a Brazilian native mushroom
which has called the attention of several researchers all over the world due to its
nutritional and pharmacological properties. Aiming at evaluating the genetic
variability of some isolates commercially utilized, two molecular techniques
were applied: RAPD and PCR-RFLP of the rDNA ITS region. Nine isolates of
A. blazei were analyzed, from different regions in the country, and two isolates
of the mushroom A. bisporus, which served as control group. All of them are
part of the collection of mushroom of the Edible and Medicinal Mushroom
Laboratory of DBI/UFLA (Laboratério de Cogumelos Comestiveis ¢ Medicinais
do DBI/UFLA). For RAPD analysis, different random primers were used,
generating 445 polymorphic bands. The genetic similarity was estimated
between the isolates by means of Dice coefficient and grouping analysis through
UPGMA method. The results showed that the isolates CS1, CS3, CS4, CS6, CS8
e CS9 of A. blazei showed high genetic similarity, and were considered isolates
of the same origin or clones. The CS2, was the isolate which showed the higher
genetic divergence in relation to the others (60,6%), followed by the CS5
(88,7%) and CS7 (91,3%). The amplification of the ITS region of rDNA,
utilizing the ITS1/1TS4 primers, resulted in only one fragment of approximately
700 base pairs (bp) in all the analyzed isolates, which were digested with
different restriction enzymes for the RFLP analysis. The restriction patteras,
obtained with the enzymes Alul and Hindlll, revealed the interespecific
polymorphism of the ITS region between the two species, it was also confirmed
through the sequencing of it. It was found on the isolate CS2, the occurrence of a
possible mutation on the site of the enzyme Hindlll, in some replications of the
ITS region. However by means of the PCR-RFLP low intraespecific
polymorphism of the ITS region was observed in 4. blazei. Therefore, other
regions which detect more polymorphism should be analyzed, once that the
genetic variability of ITS region seems to be reduced in this species.

*Guidance Comitee: Eustiquio Souza Dias - UFLA (Advisor), Rosane Freitas
Schwan - UFLA and Jodo Bosco dos Santos - UFLA.
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1 INTRODUCAQ

Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinemann é um cogumelo nativo do
Brasil que vem despertando a atengfo de varios pesquisadores em todo o mundo,
principalmente no Japdo, na China, na Coréia, nos EUA e aqui no Brasil, devido
as suas propriedades farmacoldgicas e nutricionais. Seus efeitos medicinais
foram inicialmente estudados na Faculdade de Medicina da Universidade de Mie
¢ na Universidade de Shizuoka, no Japdo, onde descobriram suas propriedades
anticancerigenas e seu potencial de ativar o sistema imunolégico. Embora o
conhecimento do efeito farmacolégico das substincias produzidas por 4. blazei
seja recente ¢ testadas apenas em cobaias, 0 seu consumo, principalmente nos
paises orientais, vem crescendo a cada ano.

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de 4. blazei, por ser
uma espécie nativa, apresentando as condigdes climdticas favoraveis para o seu
cultivo. A produgdo nacional atinge, por ano, 40 toneladas de cogumelo
desidratado, sendo 95% da produgdo destinados i exportagiio para o mercado
japonés.

Devido ao seu elevado prego no mercado internacional, muitas empresas
¢ produtores rurais passaram a buscar nesse cogumelo uma nova alternativa de
renda. Viérias empresas ou cooperativas tém comercializado o inéculo
(“semente” ou spawn) de A. blazei ou o préprio composto colonizado. No
entanto, pouco se sabe a respeito da origem e da variabilidade genética dos
isolados utilizados para a produgio comercial de inéculo.

Visto que alguns produtores enfrentam problemas no cultivo desse
cogumelo, ¢ de fundamental importancia que, além dos aspectos tecnolégicos de
produgdo, haja um estudo para avaliar se os diferentes isolados utilizados

atualmente no mercado apresentam um mesmo padriio genético, o que serd



importante para que o produtor tenha a seguranga de estar adquirindo um
material com indculo de boa qualidade.

Além de permitir uma comparagdo entre os diferentes isolados, o uso de
marcadores moleculares podera ser importante futuramente, para se fazer uma
correlagéio entre os mesmos e alguns pardmetros importantes relacionados as
propriedades farmacolégicas dos cogumelos como atividade antitumoral,
antimutagénica e bactericida.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo analisar a
variabilidade genética de isolados do cogumelo A. blazei, provenientes de
diferentes regides do pais, por meio de marcadores moleculares RAPD e
PCR-RFLP do rDNA.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cogumelo Agaricus blazei

O Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinem. é uma espécie de fungo
filamentoso (macrofungo), pertencente ao Reino Fungi, Divisdo Basidiomycota,
Classe Hymenomycetes, Ordem Agaricales, Familia Agaricaceae e Género
Agaricus (Braga & Eira, 1997).

E um fungo saprofita que se desenvolve em clima tropical e imido com
temperatura variando entre 25°C a 30°C, de ocorr‘éncia natural nas regides
serranas da Mata Atlantica do estado de S&o Paulo. Foi encontrado pela primeira
vez, em 1965, na cndade de Pledade, SP, por um agrlcultor ¢ imigrante japonés
chamado Takatoshi Furomoto (Braga et al., 1998; Eira, 2003). Na época da sua
descoberta, algumas amostras foram enviadas para o Japdo para que fossem
estudadas suas propriedades medicinais. Devido é; condigdes climéaticas
favoraveis ao cultivo deste cogumelo, matrizes reproduzidas no Japdo foram
enviadas de volta para o Brasil e, desde entdo, vérias técnicas de produgio tém
sido adaptadas (Eira, 2003). '

No Brasil, a espécie ficou conhecida popularmente como “cogumelo do
sol”, pelo fato de crescer em campo aberto. No entanto, recebe vérias outras
denominagdes, como cogumelo piedade, em homenagem & cidade em que foi
descoberto, cogumelo medicinal, cogumelo princesa, cogumelo de Deus,
cogumelo da vida, cogumelo dos deuses (Mizuno, 1995) e, mais recentemente,
champignon do Brasil (Amazonas & Siqueira, 2003). No Japdo, ele ¢ conhecido
como himematsutake (Itoh et al., 1994) ou kawariharatake (Mizuno, 1995) € nos

Estados Unidos, como royal agaricus, royal sun agaricus ou almond portobello.



2.2 Histérico e as novas propostas para a re-classificagdo da espécie

Na década de 1960, o agricultor e imigrante japonés Takatoshi
Furomoto descobriu em sua propriedade, na regido de Piedade, SP, um
cogumelo diferente que chamou sua atengdio. Nido tendo conseguido
identifica-lo, enviou amostras desse cogumelo para o Japdo, para serem
analisadas pelo Instituto de Cogumelos Iwade, o qual encaminhou essa mesma
amostra para o Dr. Paul Heinemann, especialista em taxonomia de cogumelos na
Bélgica, que identificou o fungo como Agaricus blazei Murrill. Esta espécie ja
tinha sido descrita na Flérida, por Murrill, em 1945, uma espécie de ocorréncia
natural na América do Norte. Ao mesmo tempo em que mandava a amostra para
o Japdo, o Sr. Furomoto enviou uma amostra para o Instituto Botdnico de Sdo
Paulo que, imediatamente, enviou-a para o Instituto Real de Boténica, na
Inglaterra, aos cuidados do Dr. Pegler, que identificou o cogumelo como sendo
muito parecido a espécie Agaricus silvaticus, um fungo humicola florestal, de
distribui¢io cosmopolita. Desse modo, as espécies foram consideradas distintas,
mesmo tratando-se de um mesmo cogumelo. No entanto, a denominagdo
Agaricus blazei tem sido a mais universalmente usada na literatura sobre
aspectos biotecnolégicos e medicinais do cogumelo, assim como na maioria dos
seus produtos comercializados (Amazonas, 2004).

Wasser et al. (2002), em um estudo morfolégico comparativo
minucioso, demonstraram que a espécie endémica norte-americana A. blazei ss.
Murrill e a medicinal brasileira amplamente cultivada 4. blazei ss. Heinem. séo,
na verdade, duas espécies diferentes, sendo proposta uma re-classificacio da
espécie. Agaricus blazei ss. Heinemann foi, entdo, aclamado como uma nova
espécie, denominada Agaricus brasiliensis.

No entanto, recentemente, Kerrigan (2005), em estudos baseados no
seqlienciamento da regido ITS do rDNA e em analises genéticas de progénies

hidridas, verificou que todas as defini¢cdes que foram atribuidas a esse cogumelo



até o momento (4. blazei, A. silvaticus ¢ A. brasiliensis) sdo, na verdade,

sin6nimas de uma Unica espécie: Agaricus subrufescens.

2.3 Importancia

O cogumelo A. blazei, isolado na cidade de Piedade, interior do estado
de Sdo Paulo, tem sido objeto de vérios estudos no Japdo, para onde foi enviado
logo ap6s a sua descoberta. O grande interesse nesse cogumelo se deu,
inicialmente, pelas suas propriedades medicinais, principalmente a atividade
antitumoral (Kawagishi et al., 1988; Kawagishi et al., 1989; Itoh et al., 1994;
Osaki et al., 1994; Higaki et al., 1997; Ito et al., 1997).

Trabalhos de fracionamento e anélise da atividade antitumoral revelaram
que polissacarideos estavam envolvidos no processo. Posteriormente,
verificou-se que a fragio com maior atividade antitumoral era compreendida de
proteina e polissacarideo de ligagdo B(1—6), chamado B-D-glucano (Kawagishi
et al., 1989). Logo depois, confirmou-se que as duas substincias formam um
complexo proteina-glucano ¢ que este complexo é que apresenta atividade
antitumoral (Kawagishi et al., 1989). Esta descoberta levou a uma série de
outros estudos sobre 0 mecanismo de agfio desse complexo proteina-glucano
(Itoh et al., 1994; Ito et al., 1997), além da descoberta de outras substéncias
presentes no corpo de frutificagdo de A. blazei, apresentando atividades
antimutagénicas e bactericidas (Osaki et al., 1994).

Takaku et al. (2001) isolaram uma substincia antitumoral da fracéo
lipidica do 4. blazei chamada ergosterol, que também é encontrada em
Lentinula edodes (shiitake) e Polyporus umbellatus. Esses resultados sugerem
que o ergosterol e seu metabdlito estejam envolvidos na inibigdo da
angiogénese.

Segundo Mizuno (1995), o cogumelo fresco apresenta de 85% a 87% de

agua. Quando desidratado, é rico em proteinas e carboidratos, contendo de 40%



a 45% de proteina bruta, 38% a 45% de carboidratos, 6% a 8% de fibra, 5% a
7% de cinzas e 3% a 4% de lipideos, com predominéncia do 4cido linoléico
(70% a 78%). Contém vitaminas do complexo B (Bl e B2), niacina e grande
quantidade de potassio (2,97% de K), além de outros minerais, como P, Mg, Ca,
Na, Cu, Zn, Fe, Mn e Mo.

O seu valor nutricional e medicinal, aliado s caracteristicas peculiares
do seu sabor, fragrancia de améndoas (doce e fresca) e excelente textura, o torna
particularmente adequado a inimeras aplicagSes culinarias, sendo um dos
cogumelos cultivados mais valorizados no mercado mundial (Stijve et al., 2002).
E um cogumelo que se assemelha ao Champignon, mas que apresenta o estipe
mais longo e espesso, sendo considerado um material adequado para a
composigdo de pratos japoneses, chineses e ocidentais (Mizuno et al., 1990),
Segundo Siqueira (2002), especialista em gastronomia de cogumelos, o 4. blazei
possui sabor adocicado, combinando bem com alimentos doces, temperados com
cravo, canela e erva-doce, podendo ser acrescentado as receitas de bolos,
compotas de frutas, gelatinas, biscoitos doces e outros,

O cogumelo 4. blazei é comercializado desidratado, na forma em p6 ou
fatiado e seu uso ¢é indicado como suplemento alimentar e como “nutracéutico”,
considerando suas propriedades nutricionais (“alimento funcional”), sendo
consumido também na forma de cha (extrato aquoso quente) ou na forma de
suco (extragdo aquosa a frio), a partir da infusdo dos cogumelos ja secos em
agua (Eira, 2003).

2.4 Producfio de Agaricus blazei

O cultivo de A. blazei, segundo Eira (2003), envolve as seguintes etapas:
obtengdo e manutengfio de linhagens (matrizes); produgdo de inoculante
(“semente” ou spawn); produgio do substrato de cultivo (composto), envolvendo

a compostagem, pasteurizagio e condicionamento do substrato; inoculagdo do



fungo no composto; incubagdo; cobertura do substrato colonizado (adigdo da
camada de cobertura) para indugido dos corpos de frutificagdo (cogumelos);
colheita e processamento. O seu cultivo requer alta temperatura ¢ umidade, com
temperaturas de 25°C durante o dia € 20°C durante a noite ¢ 90% a 95% de
umidade relativa (Mizuno, 1995).

No Brasil, normalmente, uma empresa ¢é responsavel por todas as etapas
de produgfio e também fornece compostos colonizados para outros produtores
com menores recursos tecnoldgicos. Por isso, ha empresas trabalhando com o
fornecimento de compostos ja colonizados de A. blazei. Neste caso, o produtor
compra o composto inoculado e colonizado e transfere o material para o campo
ou estufa, cuidando apenas das etapas de frutificagio, colheita, secagem ¢
comercializagdo (Dias et al., 2002).

A produgio no Brasil, em escala comercial, do 4. blazei s6 foi iniciada
em 1989, destacando-se, entre os maiores produtores, os estados de SP, MG, RS
¢ PR. A produgido nacional atinge, por ano, cerca de 40 toneladas de cogumelo
desidratado. Desse total, 95% siio destinados & exportagiio para paises orientais,
como Coréia, Taiwan e, principalmente, para o Jap#o, o qual consome cerca de
60 toneladas por ano do produto. Desse total, 50% correspondem ao cogumelo
brasileiro, 30% de cogumelo chinés e 20% de produgdo prépria
(http://geocities.yahoo.com.br/cogumelodosol2004/ouro. html.).

Apesar do crescente interesse dos produtores pelo cogumelo 4. blazei,
verifica-se que a produgio do mesmo apresenta alguns problemas. Um desses
problemas ¢ a falta de uniformidade na produtividade, verificando-se, as vezes,
um grande fracasso na produgio. Outro problema enfrentado é a falta de
uniformidade na composigio de B-glucano no cogumelo (Higaki et al., 1997),
que ¢ a substancia de maior interesse, devido as suas propriedades antitumorais.
Todos esses problemas tém sido atribuidos, normalmente, 3s condigdes de

cultivo do cogumelo, porém, pouco se sabe sobre a variabilidade genética dos



isolados que tém sido utilizados como inoculantes pelos produtores de composto

colonizado.

2.5 Producdo de inoculantes

A producdo de inoculantes inicia-se com a formagiio da matriz priméria
em placas de petri, a qual, geralmente, é feita a partir do isolamento de
fragmentos de um cogumelo (basidioma) sadio (via assexuada para manter as
caracteristicas genéticas do basidioma desejado) (Braga et al., 1998; Eira, 2003).
A multiplicagdo utilizando basididsporos (via sexuada pelo isolamento
monosporico e ou multispérico) tem sido amplamente utilizada para fins de
programas de melhoramento, servindo como técnica para aumentar a
produtividade e melhorar a qualidade dos basidiomas (Zadrazil & Grabbe, 1983;
Eira, 2003). No entanto, a multiplicagdo por esporos ndo ¢ indicada para a
produgdo comercial de inoculante, uma vez que promove variagdes por
recombinagdio genética, gerando basidiomas com caracteristicas diferentes
daquelas de origem (Braga et al., 1998).

A matriz secundéria ¢ obtida pela transferéncia de pequenas porgdes de
micélio da matriz primdria para frascos contendo substrato do tipo grdos,
serragem ou fibras (composto). O substrato é acondicionado em frascos com
tampas forradas internamente com discos de papel de filtro e submetidos 3
esterilizagio durante 2 a 4 horas, a 121°C. Os frascos sdo inoculados em
condigdes assépticas e incubados 4 temperatura de 25°C durante 20 a 30 dias,
periodo suficiente para que ocorra a colonizagfio total do substrato. Obtidas as
matrizes secunddrias, estas serfio usadas para a produgdio do inoculante,
popularmente conhecido como “semente” ou “spawn” (Eira, 2002 e 2003).

Dessa forma, quando as hifas de cogumelos crescem em grandes
quantidades de substratos (grdos, serragem, materiais celulésicos ou minerais

enriquecidos), sob condi¢des axénicas, recebem o nome de inéculo (termo



diretamente ligado aos propagulos vidveis do fungo, as hifas), inoculante (que,
além do inéculo, inclui o veiculo solido ou substrato, como serragem, graos €
outros, traduzindo melhor esse material sélido com crescimento do fungo),
“semente” (pela sua relagéio com a propagagéo que, no caso dos inoculantes para
cultivo de cogumelos, seria assexuada ou vegetativa) e ainda “spawn”, que € um
termo genérico na literatura mundial préximo a inoculante ou “semente” (Eira &
Minhoni, 1997; Eira, 2002 e 2003).

A principio, a produgdo de “semente” ¢ composto colonizado estava
concentrada no estado de Sdo Paulo, de onde eram enviados para varios estados
como Minas Gerais, Espirito Santo, Brasilia, entre outros. Por isso, acredita-se
que as linhagens utilizadas pelas vérias empresas envolvidas sejam iguais ou
muito proximas, considerando-se que tenham uma origem comum (Dias, 2005 —
comunicagdo pessoal).

Colauto et al. (2002) caracterizando cinco isolados de 4. blazei por
andlise de RAPD, verificaram que trés deles ndo apresentaram qualquer
divergéncia, sendo caracterizados como isolados de uma mesma origem, embora
obtidos em locais diferentes do pais. Qutros dois isolados se mostraram
diferentes do primeiro grupo e divergentes entre si, apresentando, entretanto,
baixa variabilidade genética.

No entanto, pouco se sabe se, de fato, essas linhagens, ou isolados,
tiveram uma origem comum, podendo ao longo do tempo, ter ocorrido algumas
variagGes genéticas morfologicamente imperceptiveis. Um exemplo disso
poderia ser a variagiio nas proprias propriedades medicinais, sem causar
qualquer mudanga no aspecto ou no tamanho do cogumelo. Além disso, tem-se
verificado que a qualidade dos inoculantes fornecidos por diferentes empresas
nem sempre apresenta a qualidade desejada, de maneira que os produtores nem

sempre conseguem os resultados esperados.



2.6 Possiveis fontes de variabilidade em fungos

Além da variabilidade ocasionada pela mutagfio, os fungos possuem
também sistemas de recombinagio que permitem combinar caracteristicas
encontradas nos diferentes individuos, em um unico individuo. Muitos fungos
possuem ciclo sexual facilitando, portanto, o seu estudo genético. Em outros
fungos, o ciclo sexual n#o foi ainda descrito ou é, até mesmo, inexistente.
Nesses casos, a variabilidade genética pode ser obtida por mecanismos
alternativos ao sexo, como, por exemplo, o ciclo parassexual. Além disso, a
partir dos anos de 1970, processos artificiais de recombinagio comegaram a ser
descritos em fungos. E o caso da fusio de protoplastos ¢ da transformagao,
conhecida tanto em leveduras como em fungos filamentosos (Azevedo, 1998). O
processo de transformagdo estd bem estabelecido em fungos e constitui mais
uma arma disponivel ao geneticista e ao biologista molecular, associando-se a
outros sistemas de recombinagio em fungos para promover a variabilidade
genética (Azevedo, 1998).

Griffiths (1995) relatou que vérios tipos de conexdes entre células
podem permitir a troca de material, tanto como o nécleo inteiro como
simplesmente fragmentos. Estas podem também, teoricamente, permitir a troca
de material genético mitocondrial ou plasmidial. Outras fontes de variabilidade
em fungos foram descritas por Kistler & Miao (1992), que incluem: os
cromossomos n#o essenciais (cromossomos B ou minicromossomos),
transposons  (clementos  transponiveis) e  elementos  genéticos
citoplasrﬂaticamente transmitidos (RNA citoplasmaticos e invertrons).

As mutagBes usualmente ocorrem mais ou menos aleatoriamente ao
longo de um cromossomo. A ocorréncia de mutagdes aleatérias em baixa
freqiiéncia é um aspecto essencial da adaptaglio das espécies a seu ambiente,
pois a evolugdo requer que a diversidade genética seja gerada aleatoriamente ¢
em taxas reduzidas (Tortora et al., 2002).

10



A freqiiéncia da mutagfio espontinea € especifica para cada organismo ¢
para cada gene e resulta de alteragdes do material genético por erros que
ocorrem na duplicagio normal do acido nucléico. Esses erros podem surgir por
substituigdes ou, ainda, por inser¢des ou perdas de bases nitrogenadas no DNA,
‘sem que haja um mecanismo de reparo destas modificagdes (Azevedo, 1998).

Assim como a mutagfio, os processos de recombinag@io genética
contribuem para a diversidade genética de uma populagdo. Por outro lado, em
organismos altamente evoluidos, como os microrganismos atuais, a
recombina;;io tem menos chance de destruir a fungdo de um gene que permite
ao organismo realizar uma importante fungio nova (Tortora et al., 2002).

A evolug@o de uma espécie ¢ fruto de um grande nimero de mutagdes
que ocorrem em espago de tempo que vai de centenas a milthares de anos. Os
microrganismos tém se alterado continuamente devido a alteragdes em suas
propriedades genéticas e a aquisi¢do de adaptagBes a muitos habitats diferentes
(Tortora et al., 2002). No caso de cogumelos, a utilizagdo de meios de cultura
muito ricos ¢ completamente diferentes dos substratos de cultivo, além de
repicagens sucessivas da cultura fiingica utilizada para preservagdo de linhagens,
podem levar 2 selegio de mutantes auxotréficos, com possiveis alteragdes
simultineas de outras caracteristicas da fungicultura (Eira, 2003).

2.7 Uso de marcadores moleculares

O estudo da diversidade genética de qualquer organismo requer a
utilizagdo de marcadores precisos e de ficil detecgdio. Os marcadores
morfolégicos sdo muito Gteis, porém, sdo raros e podem sofrer efeitos
ambientais. Isoenzimas tém sido utilizadas como marcadores e ja foram
utilizados por alguns autores para avaliar a variabilidade genética de cogumelos,
como Agaricus brunnescens (Royse & May, 1982), A. bitorquis (Roux &
Labarere, 1990) e Pleurotus ostreatus (Zervakis et al., 1994). Porém, esta
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técnica apresenta algumas desvantagens, como variagbes em fungdio da idade e
do micélio utilizado para andlise (Michelmore & Rulbert, 1987). Por isso, os
marcadores moleculares, baseados na seqiiéncia de nucleotideos do DNA, tém
sido utilizados como importantes ferramentas de auxilio na caracterizagio
genética de microrganismos (Michelmore & Rulbert, 1987).

O uso de marcadores moleculares baseados no DNA, como PCR (do
inglés Polymerase Chain Reaction, ou reagiio em cadeia da polimerase) e sua
variante RAPD (do inglés Random Amplified Polymorphic DNA, ou DNA
polimérfico amplificado ao acaso), o RFLP (do inglés Restriction Fragment
Length Polymorphism, ou polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restri¢do), o DNA mitocondrial (mtDNA) e o DNA ribossomal (rDNA), tem
apresentado algumas vantagens para a caracterizagio genética de
microrganismos. Dentre estas vantagens, destaca-se o fato de néo sofrer variagio
em fungdo de condiges ambientais, tipo de tecido, estddio de desenvolvimento
do organismo, além de apresentar um nimero quase ilimitado de marcas que
podem ser detectadas (Neale et al., 1992). Essas técnicas tén; sido empregadas
na andlise da diversidade genética e no estudo das relagdes intra e
interespecificas de diferentes espécies, populagées e individuos (Schots et al.,
1994).

2.7.1 RAPD

Uma das técnicas mais utilizadas no estudo de variabilidade genética
tem sido a utilizagdo de marcadores moleculares RAPD, uma variagéo da técnica
de PCR, mas que utiliza apenas um iniciador (primer) de seqiiéncia arbitréria, ao
invés de um par de iniciadores de seqiliéncia conhecida, como normalmente
utilizado na técnica de PCR (Williams et al,, 1990). Esses primers, tinicos e de
seqiléncia arbitriria, apresentam um pequeno tamanho (em tomo de 10

nucleotideos), composigio de bases G+C igual ou superior a 50% e menor
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temperatura de pareamento (Williams et al., 1990). Essas caracteristicas fazem
com que ocorra o0 parcamento desses primers em diferentes regiGes do genoma,
gerando fragmentos de DNA amplificados de diferentes tamanhos.

Os polimorfismos sdo de natureza binaria, que resultam de mutages ou
rearranjos nos sitios de ligagdo dos primers ou entre eles e sdo freqiientemente
detectados pela presenga ou auséncia de um produto de amplificagdo. Isso
significa que os marcadores RAPD geralmente se comportam como marcadores
dominantes, ficando evidente, portanto, a desvantagem de ndo identificar
heterozigotos. O polimorfismo no tamanho dos fragmentos amplificados pode
ser devido a uma variedade de mecanismos, como a substitui¢do de nucleotideos
que cria ou elimina um sitio de ligagio do oligonucleotideo, também delegdo,
insergio ou inversdo nesse sitio de pareamento ou dos segmentos entre 0S
mesmos e, ainda, grandes inser¢des, que separam sitios de pareamento,
tornando-os grandes demais para serem amplificados (Caetano-Anollés &
Bassam, 1993; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Uma grande limitagio observada na técnica de RAPD ¢ a de que ha
muita suscetibilidade a contaminagfio (interferéncia) por DNA nio alvo € a
mesma s6 pode ser realizada de modo seguro com DNA de culturas puras (Leal
et al., 1997). A técnica de RAPD tem mostrado grande potencial na detecgio de
polimorfismos de muitos microrganismos, porém, devido ao fato desta técnica
ndo requerer conhecimento prévio da seqiléncia de DNA do organismo em
estudo, € necessario que se teste um grande nimero primers para, poteriormente,
selecionar os que melhor detectem os polimorfismos de DNA. Alguns autores
também apontam como desvantagem da técnica a falta de repetibilidade de seus
resultados (Ferreira & Grattapaglia, 1998),

Ela tem a vantagem de ser altamente sensivel a diferencas de
nucleotideos entre o primer ¢ o DNA molde. E uma técnica rapida, nio envolve

hidridizac#o ou radioatividade (Michelmore et al., 1991), além de requerer uma
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pequena quantidade de DNA e, ndo necessariamente, de alta qualidade (Manulis
et al., 1993).

A técnica de RAPD, desde o seu desenvolvimento, tem sido
extremamente til em varios tipos de estudos genéticos em plantas,
destacando-se o estudo de diversidade genética em populacdes naturais,
populagSes de melhoramento e bancos de germoplasma, bem como para o
estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A técnica de RAPD ¢ também muito util na andlise de diversidade
genética de fungos filamentosos, mostrando-se um excelente método para
identificagdo e diferenciagdo de ragas de determinadas espécies fitopatogénicas,
conforme descrito para Colletotrichum lindemuthianum, no qual foi possivel
determinar distincias genéticas entre isolados inter e intra-raciais (Otoya et al.,
1995; Mesquita, 1997).

Camargo Jr. (2004), estudando a forma sexuada de C. lindemuthianum
pela técnica de RAPD, identificou recombinantes de Glomerella cingulata £. sp.
Phaseoli, caracterizando o fungo como sendo pseudo-homotilico, capaz de
produzir peritécios férteis e vidveis a partir de duas linhagens compativeis, cujos
descendentes apresentaram similaridade genética que variou de 49% a 63% em
relagdo aos parentais. '

Com o propésito de estudar a similaridade genética entre diversos
isolados de Aspergillus fumigatus, Aufavre-Brown et al. (1992) utilizaram sete
primers previamente selecionados, os quais geraram bandas polimérficas que
permitiram aos autores concluir que a técnica de RAPD é extremamente
eficiente para caracterizar ou distinguir isolados pertencentes, muitas vezes, a
um mesmo grupo geneticamente relacionado.

Zimand et al. (1994) analisaram cerca de 43 linhagens de Trichoderma

spp. por meio de marcadores RAPD, utilizando um total de nove primers. Por
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meio dos padrdes de bandas geradas pela técnica, pode-se verificar que, dentro
de 23 linhagens de T. harzianum, dez compartilharam padrdes de RAPD
similares, as quais originaram-se de diferentes regides geograficas.

Em fungos da divisio Basidiomycota, ha também registros acerca da
utilizagdo da técnica de RAPD para o estudo da diversidade genética.
Junghans et al. (1998) analisaram o polimorfismo de fragmentos amplificados ao
acaso de 22 isolados de Pisolithus tinctorius provenientes de diferentes regides
do Brasil, Estados Unidos e¢ Franga, verificando uma grande diversidade
genética entre os mesmos. A analise de agrupamento indicou a presenca de dois
grupos, separando-os de acordo com a origem geografica e o hospedeiro.

Lana (2004), em estudo de caracterizagiio genética e fisiologica de
Crinipellis perniciosa, analisou 37 isolados do fungo por RAPD e
seqilenciamento de regides do rDNA. A anélise por marcadores RAPD separou
os 37 isolados em 8 grupos. Por esta anilise, foi possivel observar que linhagens
com 100% de similaridade foram isoladas de locais diferentes, enquanto que
isolados obtidos de uma mesma planta podem ser geneticamente diferentes. J4 a
anélise da seqiiéncia do rDNA dos isolados mostrou a formagéo de 6 grupos
distintos, dentre os quais isolados obtidos de uma mesma planta ndo se
agruparam, reforgando a hipdtese de que isolados geneticamente diferentes
podem ocupar a mesma planta hospedeira.

Esta técnica também tem sido utilizada para avaliar a variabilidade
genética de culturas monospéricas e caracterizar sistemas heterotalicos €
homotalicos em espécies do género Agaricus (Calvo-Bado et al., 2001), além de
auxiliar na constru¢#io de mapas genéticos em fungos basidiomicetos (Larraya et
al., 2000; Muraguchi et al., 2003).

No caso dos cogumelos comestiveis, a utilizagio dos marcadores RAPD
ja foi descrita para algumas espécies. Zhang & Molina (1995) utilizaram a
técnica para diferenciagio de isolados de Lentinula edodes (Shiitake). Os
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resultados indicaram que apenas 2 dos 15 isolados analisados mostraram perfis
idénticos de RAPD em todos os primers testados, enquanto que os demais
isolados apresentaram padrdes tnicos de DNA fingerprints. Estes autores
concluiram que a técnica pode ser utilizada com sucesso para diferenciagéio de
isolados de L. edodes, com potencial de serem utilizados em programas de
melhoramento genético.

A técnica de RAPD também foi utilizada em estudos de caracterizagéio
genética de Agaricus bisporus (Khush et al., 1992). Segundo os autores, de trés
linhagens comerciais analisadas, duas mostraram-se idénticas ou proximamente
relacionadas. Estes resultados corroboraram, segundo os préprios autores, com
os resultados obtidos por Loftus et al. (1988) ao analisarem, por RFLP, trés
linhagens hibridas vendidas na Europa como linhagens diferentes, mas que se
mostraram geneticamente idénticas.

Ramirez et al. (2001), também em estudos para diferenciagio de
isolados comerciais do cogumelo 4. bisporus, utilizando marcadores RAPD ¢ a
andlise de “bulks™ segregantes, verificaram o alto nivel de homologia genética
entre a maioria dos isolados e formag#o de dois grupos distintos de acordo com
o tamanho dos basidiocarpos.

Colauto et al. (2002), caracterizando 5 isolados de 4. blazei também por
analise de RAPD, verificaram que 3 dos isolados ndo apresentaram qualquer
divergéncia, sendo caracterizados como isolados de uma mesma origem, embora
obtidos em locais diferentes do pais. Outros dois isolados se mostraram
diferentes do primeiro grupo e divergentes entre si, apresentando, entretanto,
baixa variabilidade genética.

Marques et al. (2004) analisaram trés acessos de isolados de 4. blazei
cultivados por diferentes produtores e também um acesso de 4. bisporus, por
meio da técnica de RAPD. Os resultados com base nos locos RAPD obtidos com

os 148 primers testados ndo mostraram diferengas entre os individuos de
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A. blazei analisados, indicando que as pequenas diferengas morfolégicas entre os
acessos, segundo os autores, sdo justificadas por fatores ambientais, como o

substrato utilizado no cultivo do cogumelo.

2.7.2 RFLP

A técnica de RFLP se baseia nas diferengas na seqti€ncia primaria do
DNA nos sitios de clivagem especificos das enzimas de restricdo. O
polimorfismo resulta de diferencas especificas na seqliéncia de DNA, tais como
substitui¢do, adi¢do ou delegdo de um tnico par de bases ou, ainda, grandes
alteragGes cromossOricas, como inversdes ou translocagtes. Essas diferengas
alteram os tamanhos dos fragmentos obtidos pela digestio do DNA com
endonucleases do tipo I (Michelmore & Hulbert, 1987).

A andlise por RFLP detecta variagSes nas regides complementares a
uma sonda (fragmento de DNA) e proximas a ela. Por atuar de maneira
codominante, marcadores RFLP distinguem genétipos homozigoto de
heterozigoto, fornecendo informag#o sobre ligagdo génica a partir dos dados de
segregacdo. Entre as aplicagdes do RFLP citam-se: obtengio de mapas genéticos
saturados, permitindo enumeragdo e.distribui¢dio dos genes determinantes de
caracteres quantitativos, estudo da organizagéio e evolugdo do genoma fungico,
identificagéio de linhagens especificas por meio do padréio de bandas, estudo das
bases genéticas da variabilidade, identificagdio de genes especificos, estudos de
genética de populagio, epidemiologia, taxonomia e relagdo filogenética
(Michelmore & Hulbert, 1987).

Por meio da técnica de RFLP, Marmeisse et al. (1992) diferenciaram
onze espécies do fungo ectomicorrizico Hebeloma, por meio de sete padrdes de
restrigio. Duas sondas de DNA genémico utilizadas permitiram a detecgdo de

padrdes caracteristicos para cada uma das dez espécies estudadas. Uma terceira
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sonda hibridizou somente com o DNA de H. cylindrosporum, sendo, portanto,
espécie-especifica.

Hulbert & Michelmore (1988), em estudos do polimorfismo dos
fragmentos de restricio do fungo Bremia lactucae, em que se utilizaram 35
sondas, demostraram a existéncia de grande variabilidade genética dentro da
populag8o, sendo que a maior diversidade genotipica foi encontrada nos isolados

que apresentavam reprodugo sexual.

2.7.3 DNA mitocondrial (mtDNA)

De acordo com Bruns et al. (1991), 0 DNA mitocondrial também tem
sido utilizado como marcador molecular, em virtude das seguintes
caracteristicas: possui um tamanho reduzido, variando de 17 a 176 Kb; nio
apresenta metilagio de bases nitrogenadas; o genoma possui grande nitmero de
~ cOpias, permitindo a visualizag@o dos fragmentos de restri¢iio com facilidade via
hibridizagio com sondas de mtDNA; e é rico em RFLP em nivel
intra-especifico.

Watson et al. (1987) relataram que a elevada taxa de mutagio no
mtDNA ¢ explicada pela ausénsia de atividade exonucleasica 3’- 5° como
mecanismo de reparo na DNA polimerase mitocondrial. Dessa forma, a
evolugdo do mtDNA pode ocorrer de maneira extremamente répida. Em razio
dessas caracteristicas, o mtDNA ¢ util no estudo de relagio filogenética de
populagdes ou isolados com caracteristicas préximas (Kim et al., 1992).

Em Fusarium oxysporum, tem-se caracterizado, por meio de mtDNA, a
diversidade entre isolados patogénicos com o objetivo de determinar relagdes
genéticas entre formae speciales (Kim et al., 1993).

Para algumas espécies de fungos, a analise de mtDNA tem possibilitado
a identificacio de considerdvel variagfio entre isolados, no entanto, em alguns

casos, apenas possibilita diferenciagfio entre espécies (Bruns et al., 1991).
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Gomes (1999), ao analisar doze isolados do fungo Pisolithus spp.
coletados de diferentes regides do mundo, por RFLP do mtDNA, verificou que
sete isolados do Brasil apresentaram padriio de bandas de restrig3o diferente dos
cinco isolados do hemisfério norte, observando uma correlagfo entre o padrio de

restricio do mtDNA e origem geogréfica dos isolados.

2.7.4 DNA ribossomal (rDNA)

O DNA ribossomal (rDNA) est presente em todos os organismos ¢ ¢
composto de varias regiGes distintas (genes e espagadores). O rDNA, ao
contrario de outras seqiiéncias repetitivas que aparentemente nfio tém fungdo
conhecida no genoma, codifica o0 rRNA, associado ao processo de tradugdo de
proteinas. A sintese de proteinas depende da participagdo do rRNA no processo
de tradugdo da informagdo genética. A codificagio do rRNA ¢ feita em regides
especificas do genoma pelo chamado rDNA, o qual estd contido nas regides
organizadoras do nucléolo (RON) e tem sido objeto de um grande niimero de
estudos, com diversas aplicagbes na genética, evolugdo e melhoramento
(Fungaro, 2000), sendo utilizado extensivamente em estudos filogenéticos de
fungos (Bruns et al., 1991; Bunyard et al., 1995 e 1996).

O DNA, na maioria dos eucariotos, incluindo todos os fungos
verdadeiros, ¢ caracteristicamente repetitivo, uma propriedade que permite um
grande nimero de aplicagdes. O fato de ser repetitivo implica que uma certa
estrutura ou seqii€ncia de nucleotideos se repita lado a lado (em “tandem™)
inameras vezes. Sendo assim, por ser repetitivo e por estar situado em regides
especificas do genoma, a propor¢io de rDNA ¢, em geral, alta em relagéo ao
contetdo total de DNA da espécie (Fungaro, 2000). O nimero de cépias de
rDNA varia entre as espécies e pode ter de 60 a 220 cépias por genoma hapléide
de um fungo (Pipe et al., 1995).
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Nos estudos da organizagfio do rDNA do basidiomiceto Thanatephorus
praticola, estimou-se o tamanho da unidade repetitiva de rDNA em 8,8 Kb e o
mimero de cépias do rDNA em 59 por genoma hapldide. A regido que codifica o
rRNA 55 mostrou-se como parte da unidade repetitiva, semelhante ao
encontrado em outros fungos da divisdo Basidiomycota (Vilgalys & Gonzalez,
1990).

A unidade de rDNA apresenta componentes, em sua seqiléncia, que
envolvem variagSes e podem ser usados em estudo de sistemética para diferentes
nives taxonémicos (Fouly et al., 1997). Cada unidade de repeti¢do consiste de
regiSes codificadas para os genes rRNA 18S, 5.8S e 28S, e dois espagos internos
(ITS1 e ITS2) que separam essas regides (Figura 1). Cada unidade do rDNA ¢
separada por um espago intergénico (IGS). A ordem dos genes parece ser
conservada em todos os organismos, com excegdo do gene 5S, que pode ou nio
estar dentro da regido repetida (Bruns et al., 1991),

NS1 ITS1
— —
— 185 =M 58S N 285 Pesg |-
+— -«
NS2 NS8 ITsS4

FIGURA 1 Mapa da organizago dos genes ribossomais (rDNA) em fungos. A
posicdo dos iniciadores (primers) utilizados para amplificagdo das
regides 188 e ITS estd indicada. O gene ribossomal 5.8S RNA
nesse grupo de organismo esta localizado na regigo ITS.
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Entre espécies, as regides dos espacadores internos transcritos (ITS] ¢
ITS2) auxiliam estudos taxonémicos em varios grupos, como os fungos
(Carbone & Kohn, 1997). As regides rDNA 18S e 28S sdo muito conservadas ¢
podem ser utilizadas para diferenciagdio em nivel de género e de espécic
(Maiwald et al., 1994; Berbee & Taylor, 1995; Bunyard et al., 1995 e 1996:
Gargas & Depriest, 1996; Kim et al., 1999; Nascimento & Martinez-Rossi,
2001). Por outro lado as regides espacadoras ITS (do inglés Internal Transcribed
Spacers) e 1GS (do inglés Intergen Spacer) acumulam mais variabilidade, sendo
mais utilizadas na diferenciacdo de espécies ou entre isolados da mesma espécie
(Ristaino et al., 1998; Hijri et al., 1999; Esteve-Zarzoso et al., 1999; Azevedo ct
al., 2000; Anderson et al., 2001; Oliveira & Costa, 2002;: Gomes et al., 2002;
Brasileiro et al., 2004; Leonardi et al., 2005).

O agrupamento em “tandem” determina freqiientes oportunidades para a
ocorréncia de “pareamento incorreto” entre genes cujas seqiiéncias sdo as
mesmas, mas que estio em diferentes posicdes nos respectivos agrupamentos.
Gragas a continua expansido e contra¢ido de subunidades através de permuta
genética (crossing-over) desigual, é possivel que todas as unidades de um
agrupamento sejam derivadas de uma proporgio bastante pequena de unidades
de um agrupamento ancestral. Os tamanhos varidveis dos espacadores sdo
consistentes com a idéia de que eventos de permuta genética desigual tém lugar
em espacadores que estio mal pareados internamente. Isto pode explicar a
homogeneidade dos genes em comparacio com a variabilidade dos espagadores.
Os genes sdo expostos a sele¢do quando unidades de repeti¢@o individuais sdo
amplificadas no interior do agrupamento; os espagadores, porém, sao
irrelevantes e podem acumular alteragdes (Lewin, 2001). Segundo Rogers &
Bendich (1987), na maioria dos fungos, a regido 1GS ¢ a mais polimorfica,
devido a permuta genética desigual envolvendo seqiiéncias sub-repetitivas
dentro do IGS.
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A presenca de seqiléncias conservadas do rDNA (genes 188, 5.8S e 28S)
permite que primers para PCR sejam desenhados e utilizados para uma ampla
variedade de espécies fiingicas. Esses sdo chamados primers universais (White
et al, 1990). Segundo Fungaro (2000), o fato das regides ITS serem flanqueadas
por regides conservadas, serem relativamente curtas (500 a 800pb) e aparecerem
em grande nimero de cépias no genoma, permite que sejam amplificadas e
seqiienciadas com facilidade. Embora nio traduzidas dentro de proteinas, as ITS
codificam regides que tém um papel critico no desenvolvimento do rRNA
funcional, com variagdes na seqiléncia entre espécies, mostrando-se muito

promissoras em ensaios moleculares.

2.7.5 PCR-RFLP

A técnica do PCR-RFLP do rDNA, também conhecida como ARDRA
(do inglés Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis, ou anilise de
restricdo do DNA ribossomal amplificado), consiste na amplificagio via PCR de
regides do IDNA, que incluem os genes 18S e 28S e os espagadores ITS e IGS,
e posterior clivagem da regido amplificada com enzimas de restrigio gerando
padrBes de RFLP. A associagdo é necesséria para detectar polimorfismo
adicional entre bandas monomérficas, as quais possuem o mesmo tamanho em
pares de bases e as mesmas seqiiéncias nas extremidades onde o primer iniciou a
amplificagéo. Entretanto, internamente, os segmentos podem apresentar
diferencas pontuais em pares de bases que resultam na perda ou ganho de um ou
mais sitios de restri¢io (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A técnica de PCR-RFLP bascia-se no uso de enzimas de restrigdo que
corta 0 DNA em sftios especificos, gerando fragmentos polimérficos de
diferentes tamanhos. S3o titeis as enzimas do tipo II, que reconhecem seqiléncias

especificas no DNA e s6 requerem Mg como cofator. As enzimas normalmente
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usadas reconhecem seqiléncias de 4 a 6 pb, havendo redugdo de corte por
aquelas enzimas que ndo reconhecem carbonos metilados.

A andlise do DNA ribossomico (rDNA) por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), associada ao polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricio (RFLP), tem sido amplamente utilizada em estudos taxon6micos de
fungos (Bruns et al., 1991; Driver et al., 2000), de filogenia (Bunyard et al.,
1995 e 1996), de diversidade genética (Viaud et al., 2000; Anderson et al., 2001;
Gomes et al., 2002), na identificaciio e diferenciagdo de espécies (Fouly et al.,
1997; Kim et al., 1999; Azevedo et al., 2000; Galvao, 2004; Leonardi et al.,
2005; Alves et al, 2005). Também tem sido uma ferramenta atil na
discriminagiio de isolados de fungos dentro de uma mesma espécie (Ristaino et
al., 1998; Hijri et al., 1999; Paavanen-Huhtala et al., 1999; Oliveira & Costa,
2002; Brasileiro et al., 2004; Otero et al., 2004).

Para anilise da regido ITS, sido utilizados primers (ITSI/ITS4 ou
ITSI/ITSS) baseados em regides conservadas do rDNA para amplificar o
espagador interno transcrito (ITS1-5.8S-ITS2). Essa é uma regidio que separa os
genes 18S e 28S e pode ser amplificada com primers que anelam nesses dois
genes (White et al., 1990; Herion et al., 1994),

Gardes & Bruns (1993) descreveram o primer ITS1F, que foi otimizado
para amplificar DNA de fungos e ITS4B, especifico para amplificagiio de DNA
de fungos basidiomicetos. Larena et al. (1999) descreveram o primer 1TS4A,
para amplifcar especificamente o DNA de fungos ascomicetos.

A regido ITS, que compreende a porgdo codificante 5.8S e as duas
regides ITS1 e ITS2, exibe um alto gran de polimorfismo interespecifico, sendo
bastante conservada dentro de algumas espécies, representando, assim, um
marcador genético valioso para a identificagio de espécies e para estudos
filogenéticos (Bruns et al., 1991; Hillis & Dixon, 1991; Galvdo, 2004; Alves et
al., 2005; Leonardi et al., 2005). A regido ITS tem sido também utilizada para
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Durante a década de 1990, alguns trabalhos foram publicados sobre a
cariotipagem eletroforética de fungos filamentosos, principalmente fungos
fitopatogénicos. Vankan et al. (1993) analisaram cinco linhagens de Borytis
cinerea e verificaram que nenhuma das cinco linhagens apresentou padrio
idéntico & outra e, além disso, os autores verificaram que todas as linhagens
continham um ou vérios minicromossomos de tamanho vari4vel.

Estudos com vérios patotipos de Fusarium oxysporum revelaram
padr3es eletroforéticos que permitiram um agrupamento similar ao obtido por
analises de Grupos de Compatibilidade Vegetativa (VCG) e por RFLP (Migheli
et al., 1995), mostrando que a técnica de PFGE é uma ferramenta promissora
para o estudo da genética de populagdes deste fungo,

Segundo Howlett (1997), a técnica de PFGE tem revelado que muitos
fungos apresentam um alto polimorfismo no tamanho dos seus cromossomos e,
normalmente, os tinicos isolados com cariétipos idénticos s3o derivados de um
tnico clone. Considerando que o tamanho e o niimero de cromossomos dentro
de isolados de uma espécie particular sdo normalmente constantes, a técnica de
PFGE pode distinguir entre fungos que sofreram algum polimorfismo, porém,
permaneceram morfologicamente similares. Segundo o mesmo autor, esta
técnica pode ser usada para acompanhar a heranga de polimorfismos
cromossémicos e mostrar que, em alguns fungos, cromossomos de novo
tamanho sdo produzidos durante a2 meiose. Além disso, a técnica apresentaria
também uma sensibilidade para detectar a presenga de cromossomos tipo-B,
mtDNA e plasmidios lineares.

Segundo Fierro & Martin (1999), tanto os fungos de reprodugio sexuada
como os de reprodugdo assexuada sofrem rearranjos cromossdmicos, os quais

sdo a principal causa de variabilidade no cariétipo entre as populagdes.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia e
Genética de Microrganismos ¢ no Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (DBI/UFLA).

3.1 Isolados

Foram utilizados nove isolados de Agaricus blazei (CS1, CS2, CS3,
CS4, CS5, CS6, CS7, CS8 e CS9) obtidos a partir de inoculantes (“sementes”)
de diferentes fontes comerciais, de cogumelos obtidos de produtores e também
de cogumelos colhidos na regido de origem no interior do estado de S&o Paulo.
Foram também utilizadas duas diferentes linhagens do cogumelo Agaricus
bisporus (Champignon de Paris, CHP e Portobello, PB), que serviram como
controle durante as analises moleculares. Todos estes isolados fazem parte da
colegdo de fungos do Laboratorio de Cogumelos Comestiveis e Medicinais do
Departamento de Biologia da UFLA e se encontram listados na Tabela 1.

Os isolados CS4, CS5 e CS7 correspondem, respectivamente, aos
isolados ABL 97/11, ABL 99/25 e ABL 99/29 da colegdio de cogumelos da
UNESP/FCA de Botucatu, SP, os quais foram cedidos a colegéio do Laboratério
de Cogumelos Comestiveis e Medicinais da UFLA.

O isolado CS9, segundo o produtor de El6i Mendes, MG, que forneceu
os basidiocarpos deste cogumelo, corresponde a linhagem 4. blazei Jun-17, do
Japdo, comercializada no Brasil pela Fazenda Guirra, em Sdo José dos Campos,
SP. O A. blazei Jun-17 cofresponde ao isolado ABL 99/26 da colegéio da
UNESP/FCA de Botucatu, SP.

27



TABELA 1 Relagdo dos isolados de Agaricus bisporus e A. blazei utilizados no
estudo e sua procedéncia.

Espécie Isolado Procedéncia

Agaricus bisporus  CHP Séo Paulo (Produtor)

Agaricus bisporus  PB Estados Unidos

Agaricus blazei CSl1 Vitdria, ES (Produtor)

Agaricus blazei CS2 Belo Horizonte, MG (Produtor)

Agaricus blazei CS3 Belo Horizonte, MG

Agaricus blazei CS4 (ABL 97/11) S#o Paulo, SP (Vitagaricus)

Agaricus blazei CS5 (ABL 99/25) Aragatuba, SP (Produtor)

Agaricus blazei CSé Leme, SP

Agaricus blazei CS7 (ABL99/29) Porto Alegre, RS

Agaricus blazei CS8 El6i Mendes, MG (Produtor)

Agaricus blazei CS9 Eléi Mendes, MG (Produtor)
3.2 Meio de cultivo

Para a manuteng#o das culturas e crescimento fiingico, os isolados foram

cultivados em um meio de cultura denominado meio basico (MB), constituido de
1% de glicose, 0,1% de (NH4),SO4, 0,1% de KH,PO4, 0,05% de MgSO,.7H,C e
0,05% de CaCl;, pH 5,5. O MB foi enriquecido com peptona e extrato de
levedura a 0,1% cada e suplementado com micronutrientes (FeSO,.7H,O -
10mg, MnCl,.4H,0 - 7mg, ZnS04.7H,0 - 4mg, CuSO,.5H,0 - 1mg/L), sendo

assim denominado MBC (meio basico compieto). Para o cultivo em placas de

petri, foi adicionado 4gar a 1,5 %.
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3.3 Obtencio do micélio utilizado para extragiio de DNA

A massa micelial foi obtida em frascos de vidro contendo 150mL do
MBC liquido, os quais foram inoculados com fragmentos contendo micélio do
fungo retirado das bordas de coldnias crescidas em meio MBC sélido, com idade
aproximada de 14 dias. Os frascos foram incubados a temperatura ambiente, sem

agitagdo, por um periodo que variou de 25 a 30 dias de crescimento.

3.4 Extracio de DNA total

A extragio de DNA foi realizada com base na técnica descrita por
Raeder & Broda (1985) com algumas modificagdes. O micélio, crescido no meio
descrito anteriormente, foi filtrado e coletado em papel de filtro estéril,
removendo-se 0 excesso de liquido em gaze e papel absorvente, previamente
esterilizados. O micélio foi congelado e mantido a temperatura de -20°C até o
momento da extragfio. Para a extragfio, o micélio foi pesado e transferido para
gral de porcelana, previamente resfriado em congelador € macerado em
nitrogénio liquido até a obtengdo de um pé fino. O micélio macerado foi
transferido para tubos Falcon de SOmL. Para cada grama de micélio, foram
adicionados 5mL do tampdio de extragdo (Tris-HCl 200mM pH 8,0;
NaCl 250mM; EDTA 25mM; SDS 2%). Os tubos foram incubados a 65°C, por
15 minutos, adicionando-se, a seguir, um volume de fenol-cloroférmio (1:1)
tamponado com Tris-HC] 1M pH 8,0. A mistura foi agitada gentilmente por 15
minutos, sempre mantendo o material gelado e, logo depois, procedeu-se a
centrifugacdo a 4.900 rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida
para outro tubo Falcon de 50mL, adicionando-se um volume de
clorof6rmio-alcool isoamilico (24:1). A mistura foi agitada gentilmente por 15
minutos e centrifugada novamente, conforme descrito anteriormente e a fase

aquosa foi transferida para novo tubo Falcon de 50mL, adicionando-se um
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volume de cloroférmio, com nova etapa de agitagdo seguida de centrifugagdo
conforme j4 descrito.

A fase aquosa final foi coletada, transferindo-a para tubos eppendorf de
1,5mL (750uL/tubo), adicionando-se a seguir um volume de isopropanol gelado,
mantendo-se os tubos a -20°C por, pelo menos, 1 hora para a precipitagdo do
DNA. A seguir, foi feita uma centrifugagdo a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C,
descartando-se o sobrenadante e lavando-se o precipitado (peller) com
etanol 70% por duas vezes, antes de seci-lo e ressuspendé-lo em 20puL de TE
(Tris-HCI 10mM pH 8,0, EDTA 1mM) por tubo. O DNA da mesma amostra foi
reunido em um s6 tubo, homogeneizado e distribuido em volumes iguais em
tubos eppendorf e armazenado a -20°C.

Apds a extragdo, a qualidade do DNA foi analisada por eletroforese em
gel de agarose 0,8%, utilizando-se 2pL. do DNA de cada amostra mais 2pL de
tampdo de corrida azul de bromofenol e quantificado por meio do fluorimetro
Hoefer Scientific TKO 100. Para isso, foram usados 2pL de cada amostra de
DNA em 2mL de tampdo (Tris 10mM, EDTA ImM, NaCl 0,1M, pH 7.4),
Jjuntamente com 0,1pg/mL do corante Bisbenzimide (Hoechst 32258). Apés a
quantificagdo, o DNA foi diluido com TE (Tris-HCl 1mM pH 8,0; EDTA
0,1mM) para concentragio final de 10ng/pL, a qual foi usada nas rea¢des de
RAPD e PCR.
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3.5 Analise da variabilidade genética de A. dlazei por RAPD, PCR-RFLP
do rDNA e seqiienciamento de regides do rDNA

3.5.1 Andlise da variabilidade por RAPD

As reagdes de amplificagdio foram realizadas em um volume final de
12pL, contendo 20ng de DNA genémico, 0,4uM de primer, 100pM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), tampdo de reagdo pH 8,0 (50mM de
Tris-HCI, 20mM de KCI, 2mM de MgCl,, 250ug/mL de BSA, 1% de ficoll 400,
ImM de tartrazine), uma unidade da enzima Tag DNA polimerase ¢ agua
Milli-Q autoclavada até o volume de 12pL. As amplificagdes foram feitas em
termociclador Mastercycler PCR (Eppendorf), programado para realizar uma
desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos, sendo que cada
ciclo consistiu de uma etapa de desnaturagio a 94°C por 15 segundos, uma
etapa de anelamento a 35°C por 30 segundos e uma etapa de extensdo a 72°C
por 1 minuto e, finalmente, uma extensao final a 72°C por 7 minutos.

Foram testados 108 primers, de diferentes seqiiéncias aleatérias,
sintetizadas pela empresa Operon. Na Tabela 2 constam os 50 primers e suas
respectivas seqiiéncias que apresentaram amplificag@o e polimorfismo de DNA e
que foram utilizadas para analise de RAPD.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% imerso em tampio TBE (Tris-borato 0,045M e EDTA 0,001M) a
80V, por aproximadamente 3 horas. Como padrdo de tamanho de bandas, foi
utilizado DNA do fago lambda () clivado com as enzimas de restrigio EcoRI e
Hindlll. Apés o término da corrida de eletroforese, os fragmentos de DNA
amplificados foram corados com brometo de etidio (0,5ug/mL) por
aproximadamente 20 minutos, lavado o excesso do corante em agua destilada e

fotodocumentados sob luz ultravioleta (U.V.)
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TABELA 2 Segiiéncia e conteido de CG dos primers utilizados para anilise
de isolados de Agaricus spp. por marcadores RAPD.

Primer Seqiiéncia 5°- 3’ Conteilido CG (%)
OPB-07 GGTGACGCAG 70
OPL-02 TGGGCGTCAA 60
OPL-06 GAGGGAAGAG 60
OPL-08 AGCAGGTGGA 60
OPL-10 TGGGAGATGG 60
OPL-14 GTGACAGGCT 60
OPL-15 AAGAGAGGGG 60
OPL-16 AGGTTGCAGG 60
OPL-18 ACCACCCACC 70
OPM-07 CCGTGACTCA 60
OPM-08 TCTGTTCCCC 60
OPM-09 GTCTTGCGGA 60
OPM-10 TCTGGCGCAC 70
OPM-11 GTCCACTGTG 60
OPM-13 GGTGGTCAAG 60
OPM-14 AGGGTCGTTC 60
OPM-15 GACCTACCAC 60
OPM-16 GTAACCAGCC 60
OPM-19 CCTTCAGGCA 60
OPM-20 AGGTCTTGGG 60
OPAN-01 ACTCCACGTC 60
OPAN-06 GGGAACCCGT 70
OPAN-12 AACGGCGGTC 70
OPAN-13 CTTCCAGGAC 60
OPAN-14 AGCCGGGTAA 60
OPAN-15 TGATGCCGCT 60
OPAN-17 TCAGCACAGG 60
OPAN-18 TGTCCTGCGT 60
OPAQ-06 ACGGATCCCC 70
OPAQ-08 | TCGGTAGACC 60
OPAQ-10 CATACCCTCC 60
OPAQ-12 CAGCTCCTGT 60
OPAQ-14 CCCGTGTAGG 70
OPAT-20 ACATCAGCCC 60
OPAU-14 CACCTCGACC 70
OPAU-15 TGCTGACGAC 60
OPAU-17 TTGGCATCCC 60
OPAW-04 AGGAGCGACA 60
OPAW-08 CTGTCTGTGG 60
OPAW-10 GGTGTTTGCC 60
OPAW-12 GAGCAAGGCA 60
OPAW-14 GGTTCTGCTC 60
OPAW-16 TTACCCCGCT 60
OPAW-18 GGCGCAACTG 70
OPAX-18 GTGTGCAGTG 60
OPAX-20 ACACTCGGCA 60
OPAZ-04 CCAGCCTCAG 70
OPAZ-12 GATGGGCCTG 70
OPAZ-16 AGGCGAACTG 60
OPAZ-18 CCGACGTTGA 60
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3.5.1.1 Anilise dos dados

Os dados obtidos nos géis de eletroforese foram transformados em dados
bindrios (1 para presenga e 0 para a auséncia de bandas). Para analise, foram
consideradas apenas as bandas fortes. Os dados foram analisados no programa
NTSYS-PC 2.1 (do inglés Numerical Taxonomy and Multivariante Analysis
System), o qual construiu uma matriz de similaridade, utilizando o coeficiente de
Dice (Rohlf, 1992). A partir dessa matriz foi construido o dendrograma pelo
método de agrupamento UPGMA (do inglés Unweighted pair-group method
with arithmetical averages), estabelecendo as relages genéticas entre os
diferentes isolados. O dendrograma agrupou os isolados mostrando o nivel de
similaridade genética entre eles.

A estimativa da similaridade genética (sg;) entre cada par de individuos
i e j foi efetuada de acordo com a seguinte expresdo: sg; = 2a/ (2a + b + ¢), em
que:
a = niimero de bandas comuns aos isolados i ¢ j;
b = nimero de bandas presentes em i e ausentes em j;

¢ = nimero de bandas presentes em j e ausentes em i.

3.5.2 Anilise da variabilidade por PCR-RFLP da regido ITS do rDNA

3.5.2.1 Amplifica¢iio da regido ITS por PCR

A regido ITS]1 - 5.8S - ITS2 do rDNA de cada um dos isolados foi
amplificada utilizando-se os primers ITS1 (5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG
3’) e ITS4 (S’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°), conforme descrito por White
et al. (1990). As reagies de PCR foram realizadas em um volume final de 50pL,
contendo: 20ng de DNA gendmico; 0,2mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP
e dTTP); 0,4uM de cada primer; 1,5mM de MgCl,; tampdo da enzima 1X
(Tris-HC] 20mM pH 8,4; KCI 50mM); 1,25U da enzima Tag DNA polimerase ¢
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agua Milli-Q autoclavada até o volume de 50uL. As amplificagdes foram
realizadas no termociclador Mastercycler (Eppendorf) programado para realizar
uma desnaturagdo inicial a 94°C por 3 minutos, 45 ciclos de 94°C por 1 minuto,
50°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e, finalmente, uma extens3o final a 72°C
por 10 minutos. Apés a amplificagdo, parte da reagfio (SuL) foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1% imerso em tampdo TBE 1X (Tris-borato
0,045M e EDTA 0,001M) a 90V por 2 horas e 30 minutos. Os fragmentos de
DNA foram corados com brometo de etidio (0,5pg/mL) durante 20 minutos e

fotodocumentados sob luz U.V.

3.5.2.2 Precipitacio dos produtos de PCR amplificados

Antes da andlise de RFLP, o produto da amplificag@o foi precipitado,
adicionando-se na reagdo 67,5uL de isopropanol em cada amostra, as quais
foram mantidas a -20°C por, pelo menos, 2 horas. Apds a precipitagiio, as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 25 minutos. Foi descartado todo
o sobrenadante e lavado o precipitado com etanol 70%, adicionando-se 90puL em
cada amostra. Novamente as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5
minutos, removendo-se todo o etanol 70% com auxilio de uma micropipeta. O
precipitado foi entdo ressuspendido em S0uL de dgua Milli-Q autoclavada e
SuL do DNA amplificado de cada amostra foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1%. Os fragmentos foram corados com brometo de etidio
(0,5pg/mL) e fotodocumentados sob luz U.V.

3.5.2.3 Digestio dos produtos de PCR com enzimas de restri¢io

Os produtos de PCR foram digeridos com diferentes enzimas de
restrigdo: EcoRl, EcoRV, Hindlll, Alul, Cfol, Mspl, Rsal, Hinfl, Haelll, Bglll,
BamHl, Xbal, Pstl, Dral e Xmnl. As reagdes de clivagem foram realizadas de

acordo com as recomendagdes do fabricante, em um volume final de 20pL,
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contendo em cada reagdio, 5 a 10puL do produto amplificado, SU da enzima a ser
testada, 2uL de tampdo 10X de cada enzima, 2ug de BSA (10pg/pL) e dgua
Milli-Q autoclavada para o volume final de 20pL. As amostras foram incubadas
& 37°C por, pelo menos, 3 horas e os fragmentos de restri¢do foram separados
por eletroforese em gel de agarose 1,4% imerso em tampdo TBE 1X a 70V por
4 horas. Os fragmentos foram corados com brometo de etidio (0,5pg/mL) e

fotodocumentados sob luz U.V.

3.5.3 Seqiienciamento de regides do rDNA

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Biologia Celular e Molecular
e no Laboratério de Segiienciamento do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura - CENA/USP, Campus “Luiz de Queiroz”, em Piracicaba, SP.

3.5.3.1 Amplificacdo do DNA por PCR

Os primers utilizados para a amplificagdo da regifio espagadora ITS
(ITS1-5.8S-ITS2) e parte do gene 18S do rDNA encontram-se listados na
Tabela 3. Eles foram suspensos em agua Milli-Q autoclavada para concentragio

final de 50uM e 100uM, respectivamente. As solugSes de trabalho foram
utilizadas na concentragéo de 2uM.

TABELA 3 Primers utilizados para amplificagio do rDNA de Agaricus spp.

Primer Segiiéncia 5°- 3’ Regiio N° pb
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC Parte do rDNA 18S 19
NS2 GGCTGCTGGCACCAGACTTGC  Parte do rDNA 18S 21
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS1-5.8S-ITS2 19

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS1-5.8S8-ITS2 20
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As reagdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de
25pL contendo: 20ng de DNA gendmico; 0,2mM de cada dNTP (dATP, dCTP,
dGTP ¢ dTTP); 0,4uM de cada primer; 1,5mM de MgCl,, tampdo da enzima 1X
(Tris-HCI 20mM pH 8,4; KC! 50mM); 1,25U da enzima Tag DNA polimerase e
agua Milli-Q autoclavada até o volume de 25pL. Foi realizada uma reagdo de
controle negativo, na qual o DNA foi omitido.

As amplificagdes de DNA foram realizadas em termociclador Perkin
Elmer (Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems). O programa de
amplificagdo do gene 18S das amostras consistiu de um ciclo de desnaturagfo
inicial a 96°C por 3 minutos, seguido de 45 ciclos a 94°C por 1 minuto, 52°C por
1 minuto, 72°C por 2 minutos e, finalmente, uma extensdo final a 72°C por 10
minutos. Para amplificagdo da regido ITS o programa foi de um ciclo de
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 45 ciclos de 94°C por 1
minuto, 50°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e, finalmente, uma extensfo
final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificagsio (SpuL da reagfio)
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo de
etidio (0,4pg/mL) e fotodocumentados sob luz UV utilizando o Fluor-S
Multimager System (BioRad).

3.5.3.2 Purificacio dos fragmentos amplificados para seqiienciamento

Apbs a visualizagdo dos fragmentos amplificados (20uL da reagio) em
gel de agarose especial 1% (Low Melting Point Agarose — GIBCO BRL), os
mesmos foram purificados utilizando-se o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (Amersham Biosciences), de acordo com as recomendagdes do
fabricante, para posterior segilenciamento.

A purificagdo foi realizada recortando-se, com o auxilio de um bisturi,
as bandas presentes no gel, as quais foram acondicionadas em tubos eppendorf e
adicionados 250pL de tamp3o de captura em cada amostra. Estas foram
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homogeneizadas em vértex, dissolvendo-se parcialmente o gel e colocadas a
60°C por 10 minutos até a completa dissolugdio do gel. Logo apds, a mistura foi
transferida para coluna GFX contendo um tubo coletor e centrifugada a 14.000
rpm por 30 segundos. Feita a centrifugagio, foi descartada a aliquota do tubo
coletor e adicionados S00pL de tampdo de lavagem na coluna € novamente
centrifugado nas mesmas condigdes descritas anteriormente. As colunas foram
transferidas para novos tubos eppendoryf, aos quais foram adicionados 40 pL. de
TE (Tris-HCI 10mM pH 8,0, EDTA ImM) e deixado por 1 minuto a
temperatura ambiente, até a completa diluigdo do DNA. Realizou-se a
centrifugagdo dos tubos por 1 minuto a 14.000 rpm para resgatar os produtos de
PCR purificados. Os fragmentos purificados foram visualizados e quantificados
por eletroferese em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio (0,4pg/mL),
comparando com o padrio molecular pGEM (15,38ng/uL - Applied
Biosystems) e fotodocumentados sob luz U.V. Como padrio de peso molecular

e tamanho do fragmento, foi usado o DNA A clivado com a enzima Hindlll.

3.5.3.3 Seqilenciamento dos fragmentos amplificados

Os fragmentos purificados correspondentes as regides 1TS e parte do
gene 188, ampliﬁcados via PCR, foram utilizados para o seqtienciamemnto. As
amostras foram preparadas pelo método de cadeia terminal dideoxi (ddNTP),
segundo o protocolo ABI Prism Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kits (Applied Biosystems) em um volume final de 10uL, em que foram
utilizados cerca de 100ng de DNA, 5pmoles de primer, 2uL. de Big Dye (solugéio
Kit), 2pL. de tampdo 2,5X (Tris-HCl 200mM pH 9,0; MgCl, SmM) e agua
Milli-Q para o volume final de 10pL. As duas fitas de DNA correspondentes a
regido espagadora (ITS) e as duas fitas correspondentes a regido 18S foram
seqilenciadas. As reagles para o seqlienciamento foram conduzidas em

termociclador Perkin Elmer (Gene Amp PCR System 9700) com a seguinte
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programagdo: desnaturago inicial a 96°C por 2 minutos, seguido por 25 ciclos a
96°C por 45 segundos, 52°C por 30 segundos e 60°C por 4 minutos.

Terminadas as reagdes de seqiienciamento, as amostras foram
purificadas por um método de precipitagio onde os ddNTP que ndo foram
incorporados durante a sintese das moléculas de DNA s#o eliminados. O método
foi realizado adicionando-se as amostras 10pL de agua Milli-Q autoclavada e
30pL de isopropanol aos 10uL da reagfio. Apés homogeneizago por agitagéo
em vortex, incubou-se a solug@io durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
seguir, a mesma foi centrifugada por 20 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante
descartado cuidadosamente com auxilio de uma micropipeta. Foram
adicionados 250uL. de etanol 70% em cada amostra e novamente centrifugadas
por 5 minutos a 14.000 rpm. O etanol 70% foi completamente descartado das
amostras e o precipitado foi incubado a 40°C por um periodo de 10 minutos, em
bloco aquecedor para microtubos. Logo apds, o material precipitado foi
ressuspendido em 10pL de Formamida (Hi-Di Formamide - Applied
Biosystems) e as amostras de DNA foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos em
termociclador Perkin Elmer (Gene Amp PCR System 9700) e colocadas no gelo
por 2 minutos, com a finalidade de manter as fitas de DNA abertas, antes de
irem para o seqilenciador. A leitura das bases marcadas foi realizada por
eletroforese em seqiienciador automético ABI Prism 3100 Genetic Analyser do
Laboratdrio de Segiienciamento do CENA/USP.

3.5.3.4 Anilise das seqiiéncias

Os resultados das seqiiéncias obtidas foram alinhadas e submetidas a
comparagbes utilizando o servico do Centro Nacional de Informagdes
Biotecnoldgicas (NCBI), usando o programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), comparando-as com as seqiiéncias
depositadas no GenBank.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anglise da variabilidade genética de isolados de Agaricus blazei por
meio de marcadores RAPD

A classe de marcadores RAPD permite identificar o grau de similaridade
entre os gendtipos de organismos de interesse. Neste estudo, foram analisados e
comparados nove isolados comerciais de A. blazei e dois isolados de
A. bisporus, os quais serviram como controle durante as anélises moleculares.

Uma das limitagdes relacionadas 2 utilizagio da técnica estd ligada &
selecdo de primers que serdo empregados. E necessario que se teste um grande
nimero de primers para, posteriormente, selecionar os que melhor detectem os
polimorfismos de DNA. Neste trabalho, foram testados, no total 108 primers,
dos quais 50 foram selecionados para analise de RAPD. Estes primers foram
selecionados de acordo com a amplificagio dos fragmentos de DNA em todos os
isolados e por apresentarem bandas polimérficas niticas, facilmente detectadas a
olho nu, uma vez que somente as bandas fortes foram consideradas para anélise.
Estes primers geraram um total de 445 bandas polimorficas, entre os isolados
das duas espécies analisadas (4. bisporus e A. blazei) (Anexo A).

Considerando-se apenas os isolados de A. blazei, foram encontradas, no
total, 139 bandas polimérficas em 46 primers analisados, obtendo-se uma média
de trés bandas polimérficas por primer. Entre os dois isolados de A. bisporus
(CHP e PB) foi obtido um total de 78 bandas polimérficas em 39 primers
analisados, com média de duas bandas polimérficas por primer. Na Figura 2
observa-se o padriio de bandas obtido com os primers OPAN-14 e OPAU-17,
para os dois isolados de A. bisperus e para os nove isolados de A. blazei,
revelando o polimorfismo entre as duas espécies do género Agaricus € do

isolado CS2 em relagdo aos demais isolados de A. blazei analisados.
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FIGURA 2 Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando padrées de RAPD
obtidos com os 2 isolados de Agaricus bisporus (controle) ¢ os 9
isolados de 4. blazei. A e B mostram os padrdes de RAPD utilizando
os primers OPAN-14 ¢ OPAU-17, respectivamente. M — Marcador
de peso molecular (pb) - DNA A/HindIll ¢ EcoRI.
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Os padrdes de RAPD revelaram o polimorfismo existente entre as duas
diferentes espécies de cogumelos analisadas, indicando que espécies distintas
apresentam padrdes de bandas bem diferentes. Além disso, foi possivel
discriminar isolados dentro da mesma espécie, como o isolado CS2 de A. blazei,
o qual apresentou-se distinto em praticamente todos os primers analisados, em
relagdo aos demais isolados de A. blazei. Isso confirma a alta capacidade
discriminatéria da técnica de RAPD em estudos de diversidade genética de
fungos, sendo uma técnica util na diferenciagdo de isolados de vérias espécies de
cogumelos comerciais (Khush et al., 1992; Chiu et al., 1995; Zhang & Molina,
1995; Chiu et al., 1996; Ito et al., 1998; Ramirez et al., 2001; Colauto et al.,
2002).

O isolado CSS também apresentou divergéncia em relagdo aos demais
isolados estudados. No entanto, somente os primers OPL-10, OPM-11,
OPAN-18, OPAW-04, OPAW-16, OPAZ-04, OPAZ-12, OPAZ-16, OPAZ-18,
OPAQ-06, OPAQ-10 ¢ OPAT-20 é que foram capazes de discrimina-lo em
relagdo aos demais. Isso também foi observado para o isolado CS7, no qual foi
possivel detectar polimorfismo com os primers: OPB-07, OPM-09, OPAQ-06,
OPAQ-10, OPAT-20, OPAW-04 ¢ OPAZ-16. A Figura 3 mostra os padrdes de
RAPD obtidos, utilizando-se o primer OPAQ-06, indicando o polimorfismo dos
isolados CS2, CS5 e CS7 em relagdo aos demais isolados de A. blazei.

Ramirez et al. (2001), utilizando a técnica de RAPD para a diferenciagio
de isolados comerciais de A. bisporus, verificaram que, dos 66 primers
utilizados para analise, somente 12 apresentaram polimorfismo, representando
apenas 18% do total de primers analisados. Neste trabalho, dos 108 primers
utilizados, 42% apresentaram polimorfismo entre os isolados de A. blazei.
Resultados semelhantes foram encontrados por Colauto et al. (2002), ao
analisarem também isolados de A. blazei, os quais encontraram polimorfismo em

8 dos 20 primers testados, representando 40% do total de primers utilizados.
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FIGURA 3 Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando padrdes de RAPD
obtido com os isolados de Agaricus bisporus e A. blazei, utilizando
o primer OPAQ-06. M — Marcador de peso molecular (pb) - DNA
W HindlIll e EcoRI.

No isolado CS2 foram encontradas, no total, 53 bandas polimorficas, a
partir de 34 primers, representando 38% do total de bandas polimorficas
encontradas em todos os isolados de A. blazei. Estas bandas poderdo,
futuramente, ser isoladas e utilizadas como sondas ou para construcdo de
primers especificos da espécie, facilitando, dessa forma, todo o processo de
deteccio e identificagdo da mesma. Assim como o CS2, o isolado CS5 também
apresentou diferengas em relagao aos demais isolados. A Figura 4 mostra os
padroes de RAPD obtidos, utilizando-se o primer OPAW-16, no qual se verifica
o polimorfismo nitido dos isolados CS2 e CS5 em relagdo aos demais isolados

de A. blazei.
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FIGURA 4 Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando padrées de RAPD
obtido com os isolados de Agaricus bisporus e A. blazei, utilizando
o primer OPAW-16. M — Marcador de peso molecular (pb) - DNA
MHindlll e EcoRI.

Zhang & Molina (1995), ao analisarem 15 isolados comerciais do
cogumelo shiitake, verificaram que 13 deles se mostraram com padrdes unicos
de RAPD e somente 2 isolados apresentaram padroes idénticos em todos os sete
primers analisados, indicando que estes dois isolados sdo, na verdade, copias ou
estdo muito intimamente relacionados.

Neste trabalho, o isolado CS8 apresentou polimorfismo em um tnico
primer (OPM-11) (Figura 5), enquanto que os demais isolados de 4. blazei
(CS1, CS3, CS4, CS6 e CS9) apresentaram padroes idénticos de RAPD em
todos os primers analisados, indicando que os mesmos sdo muito proximos ou

geneticamente idénticos e, possivelmente, clones de um mesmo individuo.
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FIGURA 5 Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando padroes de RAPD
obtido com os isolados de Agaricus bisporus ¢ A. blazei, utilizando
o primer OPM-11. M — Marcador de peso molecular (pb) - DNA
MHindlll e EcoRI.

Para os isolados de A. blazei, o nimero de fragmentos polimorficos de
DNA amplificados de diferentes tamanhos, para cada primer analisado, variou
de 0 a 9, com tamanhos variando de 300 a 4.268 pares de bases. Junghans et al.
(1998), ao analisarem isolados do fungo basidiomiceto Pisolithus tinctorius,
também por RAPD, encontraram fragmentos variando de 317 a 2.897 pb.
Valores semelhantes foram encontrados por Zhang & Molina (1995) para a
diferenciagio de isolados do cogumeclo shiitake (Lentinula edodes), os quais
encontraram fragmentos de DNA variando de 340 a 2.520 pb. No entanto, os
tamanhos dos fragmentos amplificados podem ser muito variaveis, dependendo

da espécie ¢ principalmente do primer utilizado.
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O polimorfismo genético detectado pelos marcadores RAPD tem
natureza binaria, isto é, o segmento amplificado que corresponde a uma banda
no gel, esta presente ou ausente (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Dessa forma,
obtém-se uma matriz de dados de 0 e 1, correspondentes aos varios genétipos €
as varias bandas.

A anélise combinada das 445 bandas polimérficas encontradas nos 11
isolados estudados (4. bisporus € A. blazei) permitiu a construgio de um
dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA, baseado no coeficiente de
Dice (Figura 6), que mostrou as relagdes de similaridade genética entre os
isolados estudados. A Tabela 4 mostra a matriz de similaridade genética (%)
entre os isolados de A. bisporus e A. blazei, construida com base nos padrdes de
RAPD. Considerando apenas os isolados de 4. blazei, foi construido um

segundo dendrograma (Figura 7), de acordo com os padrées de bandas
encontrados nos 9 isolados analisados.

Cs2

000 0.5 U.ISO 0.115 100
Similaridade Genética

FIGURA 6 Dendrograma de similaridade genética entre os isolados de Agaricus
bisporus e A. blazei, de acordo com os padrdes de RAPD,

construido pelo método de agrupamento UPGMA, baseado no
coeficiente de Dice.
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TABELA 4 Matriz de similaridade genética (%) entre os isolados de Agaricus
bisporus e A. blazei, analisados dois a dois, de acordo com os
padrdes de RAPD e baseada no coeficiente de Dice.

% |CHP PB CS1 CS2 CS3 CS4 CS5 CS6 CS7 CS8 CS9
CHP | 100

PB (78 100

cs1l |38 33 100

cs2 (23 1.8 59 100

Ccs3 {38 33 100 59 100

CS4 (38 33 99 60 99 100

CS5 34 23 92 65 92 92 100

CS6 (38 33 99 60 99 99 92 100

CS7 (38 34 9 62 96 9 94 96 100

CS8 (37 33 98 60 98 98 91 98 95 100
CS9 (38 33 99 60 99 99 92 100 96 98 100

iCSl
CS3
CSs

Cs9

Css

CS?

—CS5

Ccs2

— —
650 025 050 075 1.00
Similaridade genética

FIGURA 7 Dendrograma de similaridade genética entre os isolados de Agaricus
blazei, de acordo com os padrées de RAPD, construido pelo método
de agrupamento UPGMA, baseado no coeficiente de Dice.
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Verifica-se, na Figura 6, a formagdo de dois grupos distintos, o primeiro
agrupando os isolados de A. bisporus ¢ o segundo agrupando os isolados de
A. blazei, o que ja era esperado, uma vez que sdo de espécies distintas,
apresentando um baixo grau de similaridade genética (média de 3%).

O dendrograma formado apenas pelos isolados de 4. blazei (Figura 7)
também permitiu o agrupamento diferenciado entre os mesmos, indicando
possiveis divergéncias genéticas entre eles. Adotando-se uma linha arbitréria a
98% de similaridade, foi observada a formagdo de quatro grupos distintos. O
primeiro grupo foi formado pelos isolados CS1, CS3, CS4, CS6, CS8 e CS9, os
quais apresentaram similaridade genética superior a 98%, sendo que os pares de
isolados CS1 e CS3, CS6 e CS9, apresentaram 100% de similaridade, sendo,
portanto, geneticamente idénticos, apesar de serem procedentes de locais
diferentes do pais (Tabela 1).

Os isolados CS7 (Porto Alegre, RS), CSS (Aragatuba, SP) e CS2 (Belo
Horizonte, MG) formaram grupos distintos, apresentando niveis de similaridade
genética abaixo de 96%, com médias de 91,3%, 88,7% e 60,6%,
respectivamente. De todos eles, o isolado CS2 foi o que apresentou a maior
divergéncia genética em relagio aos demais, apresentando similaridade variando
de 59% (CS1 e CS3) a 65% (CS5) (Tabela 4). Portanto, ndo se observou uma
correlagdo entre similaridade genética e origem dos isolados, uma vez que a
maior distancia genética (ou menor similaridade genética) foi observada entre
isolados de mesma procedéncia (CS2 e CS3, ambos de BH), como também
procedentes de locais diferentes do pais (CS2 e CS1, procedentes de BH, MG e
Vitéria, ES, respectivamente). Observa-se também que isolados obtidos de
diferentes regides do pais (CS1, CS3, CS6, CS9, CS4 ¢ CS8) apresentaram uma
alta similaridade genética, suportando a idéia de que eles poderiam ter uma
origem ou um ancestral em comum. No entanto, é importante ressaltar que os

isolados analisados no presente estudo, mesmo tendo sido coletados em regides
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diferentes do pais, ndo foram obtidos na natureza, mas sim de cultivos
comerciais, podendo, alguns deles, terem sido fornecidos por uma mesma
empresa.

Lana (2004), por meio da técnica de RAPD, verificou que isolados
geneticamente semelhantes do fungo basidiomiceto Crinipellis perniciosa
colonizam plantas de cacau cultivadas em 4reas geograficamente diferentes,
sugerindo que possa existir uma disseminag@o clonal desse patdgeno.

Em viérios outros trabalhos utilizando a técnica de RAPD, em diferentes
fungos, também ndo foi possivel estabelecer uma relagio entre a similaridade
genotipica e ou polimorfismo encontrado e a origem geografica dos isolados
(Zimand et al., 1994; Frazzon et al., 2002; Gées et al., 2002; Santos et al., 2002;
Almeida et al., 2003; Tigano et al., 2003; Lana, 2004; Teixeira et al., 2004). No
entanto, Junghans et al. (1998) verificaram que a grande diversidade genética
encontrada em isolados do fungo Pisolithus tinctorius, provenientes de
diferentes regides do Brasil, Estados Unidos e Franga, estava diretamente
relacionada com a sua origem geografica, sendo que a maior distincia genética
foi obtida entre pares de isolados de procedéncias geogréficas mais distantes.

Colauto et al. (2002), caracterizando cinco isolados do cogumelo
A. blazei também por analise de RAPD, verificaram que trés deles (ABL 97/11,
ABL 99/25, ABL 99/29) nio apresentaram qualquer divergéncia, sendo
caracterizados como isolados de uma mesma origem, apesar de terem sido
obtidos de locais diferentes do pais. Outros dois isolados mostraram-se
diferentes do primeiro grupo e divergentes entre si, com similaridade genética de
78% (ABL 99/26) e 92% (ABL 99/28) em relagdo ao primeiro grupo. Os
mesmos autores, considerando que esses isolados tenham uma origem em
comum, acreditam que essa diferenga, encontrada nos dois ultimos isolados,
possa ter sido ocasionada pelo processo de recombinagio genética e ou mutacdo

que teria ocorrido naturalmente gerando variabilidade genética entre os mesmos.
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Os resultados encontrados por Colauto et al. (2002), no entanto,
contradizem com os resultados obtidos neste trabalho, uma vez que foi
encontrada uma divergéncia genética de 6% entre os isolados CS5 (ABL 99/25)
e CS7 (ABL 99/29). O isolado CS9, que seria correspondente ao isolado ABL
99/26, porém proveniente da cidade de El6i Mendes, MG ¢ ndo da colegdio da
UNESP/FCA de Botucatu, SP, também apresentou resultados diferentes aos
encontrados por Colauto et al. (2002), os quais verificaram ser o isolado mais
divergente. No entanto, o isolado CS9 néio apresentou divergéncia significativa
em relagdo 4 maioria dos isolados estudados neste trabalho, verificando que o
mesmo apresentou 99% de similaridade com os isolados CS1, CS3 e CS4 (ABL
97/11) e 100% de similaridade com o isolado CS6. Esses resultados podem
indicar que houve um equivoco do produtor de El6i Mendes, MG, que forneceu
os basidiocarpos desse isolado (CS9), ao apontar a origem do mesmo como
sendo o A. blazei Jun-17 (ABL 99/26).

Os resultados obtidos no presente trabatho, com relagdo aos isolados
CS5 (ABL 99/25) e CS7 (ABL 99/29), que contrapSem-se aos resultados obtidos
por Colauto et al. (2002), podem ser justificados, uma vez que um pequeno
numero de primers (8 primers) e isolados foi utilizado por estes autores, ndo
encontrando nenhuma divergéncia genética entre eles. Contudo, os mesmos
autores recomendaram que estudos adicionais deveriam, ainda, ser realizados
utilizando-se um maior nimero de primers e também novos isolados, com o
intuito se avaliar melhor a variabilidade genética da espécie 4. blazei. Portanto,
no presente estudo, utilizando um maior numero de primers, foram detectadas
algumas diferengas entre os isolados CSS e CS7 de 4. blazei, os quais
apresentaram uma similaridade genética de 94%.

Os resultados obtidos neste trabatho indicam que alguns isolados
vendidos como inoculantes pelas diferentes empresas (CS1, CS3, CS4, CS6,

CS8 e CS9) apresentam caracteristicas genotipicas muito préximas, sendo,
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provavelmente, clones, apresentando uma origem em comum. A principio, a
produgdo de inoculante e composto colonizado estava concentrada no estado de
Sdo Paulo, de onde eram enviados para vérios estados, como Minas Gerais,
Espirito Santo e Brasilia, entre outros (Dias, 2005 - comunicagdo pessoal).
Acredita-se que a grande maioria dos isolados utilizados comercialmente seja
originaria da regido de Piedade, SP, de onde se espalharam para varios outros
locais do pais. No entanto, ressalta-se, ainda, que os isolados analisados no
presente estudo, mesmo tendo sido coletados em regides diferentes do pais, ndo
foram obtidos na natureza, mas sim de cultivos comerciais, podendo, alguns
deles, terem sido fornecidos por uma mesma empresa, apresentando, dessa
forma, uma alta similaridade genética.

Os resultados obtidos mostraram que os isolados CS7, CS5 e,
principalmente, o CS2 sdo geneticamente divergentes em relagio aos demais e
isso provavelmente pode ter sido ocasionado pelo processo de recombinagio
genética ou mutagdio, que sdo as fontes de variabilidade genética que podem
ocorrer naturalmente entre os organismos vivos. Outros autores também
sugerem estes dois fendmenos como causa da variabilidade genética encontrada
entre isolados comerciais de 4. bisporus (Ramirez et al., 2001) e também em
isolados de A. blazei (Colauto et al., 2002).

Um estudo sobre a variabilidade genética entre isolados do cogumelo
A. bisporus, detectada com o uso de marcadores RAPD, demonstrou a existéncia
de grande polimorfismo naqueles coletados no campo e a pequena base genética
nas cultivares comerciais (Krush et al., 1992), Os autores concluiram que esses
dados foram semethantes aos obtidos com marcadores RFLP e isoenzimas, com
a vantagem dos marcadores RAPD produzirem resultados rapidos e permitirem a
andlise de muitos locos em poucos ensaios.

A grande diversidade genética encontrada entre os isolados do fungo
Hebeloma cylindrosporum, coletados de uma area geogrifica restrita, foi
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atribuida & intensa taxa de reprodugdio sexual cruzada dentro dessa espécie
(Marmeisse et al., 1992). Outros trabathos também apontaram a reproducfo
sexual como sendo a causa do grande polimorfismo genético entre isolados de
fungos (Hulbert & Michelmore, 1988; Junghans et al., 1998; Milgroom et al.,
1992).

Em fungos da divisio Basidiomycota, a reprodugio sexual envolve as
etapas de plasmogamia, cariogamia e meiose, resultando na formagdo dos
basidiésporos (Deacon, 1997). Em espécies heterotélicas, este processo ocorre
quando hifas monocaridticas geneticamente compativeis se fundem
(plasmogamia), formando o dicarioto (hifa que contém dois niicleos diferentes),
o qual é capaz de produzir o corpo de frutificagio (basidiocarpo ou cogumelo).
Neste sio formadas células especiais chamadas basidios, nas quais os dois
niicleos se fundem (cariogamia), seguindo-se a meiose para a formagdo dos
esporos sexuais (basididsporos). Nas espécies homotalicas, esporos individuais
uninucleados e hapldides germinam, produzindo uma hifa que é capaz de
produzir corpos de frutificagdo. Portanto, os esporos sdo autoférieis
(Alexopoulos et al,, 1996). No entanto, nada se pode inferir a respeito dos
mecanismos que levam a recombinagdo genética em A. blazei, uxﬁa vez que o
ciclo sexual desta espécie ainda & pouco conhecido.

A mutagdo espontinea resulta de alteragbes do material genético por
erros que ocorrem na duplicag@o normal do 4cido nucléico. Esses erros podem
surgir por substitui¢des ou, ainda, por insergdes ou perdas de bases nitrogenadas
no DNA, sem que haja um mecanismo de reparo destas modificagdes (Azevedo,
1998). Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), o polimorfismo detectado pela
técnica de RAPD resulta de mutagSes de ponto os quais sdo suficientes para
causar a ndo complementariedade do primer com o sitio de iniciagéo e, assim,
impedir a amplificagio de um segmento. Outras fontes de polimorfismo podem

incluir delegGes de sitios de iniciag#io ou insergBes que colocam dois sitios de
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iniciagdo adjacentes a uma distincia acima daquela que a DNA polimerase é
capaz de percorrer.

Dessa forma, verifica-se que o grande polimorfismo presente no isolado
CS2, possivelmente, estd relacionado com essas modificagdes no seu DNA,
ocasionadas por mutagdes ou por processos de recombinagéio. Segundo Eira
(2003), a utilizag@io de meios de cultura muito ricos e completamente diferentes
dos substratos de cultivo, além de repicagens sucessivas da cultura fiingica,
podem levar a selecio de mutantes auxotroficos, com possiveis alteragdes
simultdneas de outras caracteristicas da fungicultura. A ocorréncia de mutagdes
involuntariamente  obtidas pode comprometer algumas caracteristicas
importantes, como a morfologia e a composigdo farmacolégica e nutricional dos
cogumelos. Portanto, outros estudos deveriio ser conduzidos, com o intuito de se
avaliar tais caracteristicas.

Outros trabalhos também tém sido realizados no Departamento de
Biologia, no setor de Microbiologia Agricola da UFLA, visando o melhor
entendimento sobre as caracteristicas fisiologicas, citolégicas, nutricionais e
enziméticas dos isolados do cogumelo 4. blazei. Labory (2003), em estudos
sobre os aspectos citologicos e condigdes de crescimento do 4. blazei, utilizando
os mesmos isolados, verificou que o isolado CS2 apresentou o menor niimero de
nicleos por célula (média de 5,34) e também as menores dimensdes celulares,
como comprimento (49,20um), largura (4,38um) e, conseqilentemente, a menor
area celular (215,50;1m"), em relagdo aos demais isolados. Os isolados CS5 ¢
CS7 também apresentaram menores dimensdes celulares em relagio aos demais
isolados, apresentando valores de 33 l,25mn2 e 303,60pm2, respectivamente. No
entanto, néo foi observada, para os isolados de 4. blazei, uma correlagio positiva
entre o nimero de nicleos e drea celular, uma vez que isolados que
apresentaram grande nimero de nicleos por célula apresentaram também

dimensdes celulares bastante reduzidas, destacando-se, neste caso, o isolado
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CS7, o qual apresentou o maior nimero de niicleos por compartimento celular
(média de 6,12). Em relagdio as condigdes de crescimento, de maneira geral, o
isolado CS2 também foi um dos isolados que apresentaram os menores
desempenhos em relagio ao crescimento micelial, o qual foi avaliado em
diferentes meios de cultura, sob diferentes niveis de pH, ndo apresentando, neste
tltimo, diferengas significativas em nenhum dos meios testados.

O trabalho realizado por Gaspar Jr. (2003) sobre a caracterizagio
enzimatica de isolados de A. blazei evidenciaram uma diferenca de atividade da
celulase entre os isolados, tendo o CS2 e CS6 apresentado os menores picos dc
atividade de exo e endoglucanase. No entanto, para f-glicosidade, os mesmos
isolados apresentaram a maior atividade em relagfio aos demais. Segundo o
autor, esses resultados indicam que os isolados estudados poderiam ser
separados em dois ou trés grupos, segundo a sua capacidade de utilizagdo da
celulose.

Estes resultados confirmam que o isolado CS2 é realmente distinto dos
demais, tanto nos aspectos citoldgicos, fisiolégicos e enzimaticos,
provavelmente relacionados com as diferencas genéticas reveladas pela técnica
de RAPD. Portanto, fica evidenciada a necessidade de maiores estudos com
relagdo a este isolado, acerca das caracteristicas agrondmicas tais como
produtividade, cor e tamanho do cogumelo, bem como das suas propriedades
medicinais, para verificar o seu potencial para ser utilizado futuramente em um

programa de melhoramento genético da espécie.
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4.2 Analise do rDNA

Os produtos de PCR obtidos da amplificagio de parte do gene 188,
utilizando os primers NSI1/NS2, produziram um unico fragmento de
aproximadamente 550 pares de bases em todos os isolados analisados (Figura 8),
nao mostrando polimorfismo em relagdo ao tamanho do fragmento amplificado.
A regido ITS do rDNA, que compreende os espacadores 1TS1 e ITS2, incluindo
a subunidade 5.8S do rDNA, também apresentou amplificagdo em todos os
isolados. Os produtos resultantes da amplifica¢do da regido ITS, utilizando os
primers ITS1/ITS4, também ndo mostraram diferenga quanto ao tamanho,
apresentando um unico fragmento de aproximadamente 700 pares de bases
(Figura 9). Esses fragmentos amplificados foram posteriormente clivados com
diferentes enzimas de restrigio para andlise de RFLP e também foram
seqlienciados e alinhados e comparados com outras seqiiéncias depositadas no

GenBank.
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FIGURA 8 Resultado de eletroforese em gel de agarose 1% de parte do gene
18S do rDNA dos isolados de Agaricus bisporus e A. blazei
amplificados com os primers NSI/NS2. M — Marcador de peso
molecular (pb) - DNA & clivado com Hindlll.
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FIGURA 9 Resultado de eletroforese em gel de agarose 1% da regido ITS do
rDNA dos isolados de Agaricus bisporus e A. blazei amplificados
com os primers ITS1/ITS4. M — Marcador de peso molecular (pb) -
DNA A clivado com Hindlll e EcoRlI.

Neste trabalho, a amplificacdo da regido ITS resultou em um fragmento
de aproximadamente 700 pb, em todos os isolados analisados, o que esta de
acordo com os tamanhos descritos para a espécie 4. blazei, que apresenta entre
711 e 712 pb e para a espécie A. bisporus, que apresenta 702 pares de bases

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST; Kerrigan, 2005). Tamanhos parecidos

também foram encontrados em outras espécies de fungos da divisdo
Basidiomycota. Gomes et al. (1999), estudando a regido ITS do rDNA de 19
isolados do fungo Pisolithus spp., encontraram tamanhos variando entre 640 e
750 pb. Valores semelhantes também foram encontrados em trabalhos com
outros fungos ectomicorrizicos (Karén et al., 1997; Gomes et al., 2002).

Para a determinagdo do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de
restricdo, foram utilizadas, neste trabalho, as seguintes enzimas de restri¢do:
EcoRl, EcoRV, Hindlll, Alul, Cfol, Mspl, Rsal, Hinfl, Haelll, Bglll, BamH]I,

Xbal, Pstl, Dral e Xmnl. Nenhum sitio de restri¢ao foi encontrado dentro da



regido ITS, utilizando-se as enzimas Xbal, Dral, EcoRV, Bglll, Rsal, BamHI,
Mspl, XMnl e Pstl. As enzimas Cfol, EcoRI e Haelll, apesar de encontrarem
seus sitios de restri¢ao dentro da regido ITS, nao apresentaram polimorfismo no
tamanho dos seus fragmentos, nao sendo capazes, portanto, de discriminar as
duas espécies do género Agaricus nem os isolados dentro da mesma espécie.
A enzima Hinfl, que corta seqiiéncias de 4 pb, foi capaz de discriminar o isolado
CHP do isolado PB de A. bisporus, revelando o polimorfismo intra-especifico
desta espécie. No entanto, ndo conseguiu discriminar o isolado PB de A.
bisporus dos demais isolados de A. blazei (Figura 10).

A clivagem da regido ITS com a enzima Alul, que também corta
seqiiéncias de 4 pb, permitiu a diferenciagdo entre as duas espécies (A. bisporus
de A. blazei) mas, ndo permitiu a diferenciagio entre os isolados da mesma

espécie (Figura 11).
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FIGURA 10 Padrao de restrigao da regiao ITS1 — 5.8S5 — ITS2 do rDNA de
isolados de Agaricus bisporus e A. blazei amplificada por PCR e
os fragmentos obtidos apos a digestdo com a enzima de restrigiio
Hinfl. M — Marcador de peso molecular (pb) - DNA A/Hindlll e
EcoRI. NC — DNA antes da digestdo (ndo clivado).
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FIGURA 11 Padrio de restricdo da regiao ITSI — 5.8S — ITS2 do rDNA de
isolados de Agaricus bisporus e A. blazei amplificada por PCR e
os fragmentos obtidos apés a digestdo com a enzima de restrigdo
Alul. M — Marcador de peso molecular (pb) - DNA WHindIII e

. EcoRI1. NC — DNA antes da digestao (nao clivado).

Estes resultados indicam que a regido ITS, nesses organismos, apresenta
um relativo grau de polimorfismo interespecifico, sendo, no entanto, bastante
conservada dentro das espécies. Alves et al. (2005), em andlise de restri¢do da
regido ITS, também observaram o baixo polimorfismo intra-especifico
encontrado em isolados do fungo ascomiceto Botryvosphaeria spp. Esse baixo
polimorfismo intra-especifico da regido ITS também jé foi observado por outros
autores, em Macrophomina phaseolina (Almeida et al., 2003), Paecilomyces
Jumosoroseusem (Azevedo et al., 2000), Scytalidium rhermopin'.’um (Lyonsetal.,
2000), Crinipellis perniciosa (Lana, 2004), Tvlospora fibrillosa (Erland et al.,
1994) e em outros fungos ectomicorrizicos (Gardes et al., 1991; Gomes et al.,
2002).
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A enzima HindlIll, que corta seqiiéncias de 6 pb, também permitiu
discriminar as duas espécies analisadas, na qual se verifica a auséncia do sitio de

restri¢do desta enzima, dentro da espécie 4. bisporus (Figura 12).
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FIGURA 12 Padrao de restrigdo da regiao ITS1 — 5.8S — ITS2 do rDNA, de
isolados de Agaricus bisporus e A. blazei, amplificada por PCR e
os fragmentos obtidos apos a digestdo com a enzima de restri¢iio
Hindlll. M — Marcadcr (pb) - DNA MHindIll e EcoRI; 1/2 - CHP;
3/4 - PB; 5/6 - CS1; 7/8 - CS2; 9/10 - CS3; 11/12 - CS4; 13/14 -
CS5; 15/16 - CS6; 17/18 - CS7; 19/20 - CS8 e 21/22 - CS9.
Colunas impares — DNA antes da digestdo. Colunas pares — DNA
apos digestdo de restrigdo.
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A enzima Hindlll também revelou polimorfismo no isolado CS2 da
espécie A. blazei em relagdo aos demais isolados estudados. Observou-se que os
demais isolados apresentaram dois fragmentos de restrigdo apds a digestdo,
enquanto que o isolado CS2 apresentou trés fragmentos, sendo o primeiro de
tamanho igual ao fragmento ndo clivado (~700 pb), indicando uma digestdo
parcial do fragmento amplificado (Figura 12). A formagdo desses trés
fragmentos, provavelmente, ocorreu devido a um polimorfismo dentro das
unidades de repeticdo do rDNA, indicando a ocorréncia de uma possivel
mutagiio no sitio de restrigdo desta enzima. A andlise foi repetida por mais
quatro vezes, com diferentes tempos de incubagfio (3 horas e 13 horas) e
concentragdo da enzima, para verificar se esta digestdo parcial do fragmento ITS
amplificado pudesse ter sido ocasionada pelo pouco tempo de digestdo da
enzima. No entanto, as anilises foram consistentes, sendo o perfil de restrigo
obtido semelhante em todas as repetigGes.

Portanto, pode-se sugerir que realmente ocorreu uma mutagdo no sitio
de restricdo desta enzima. Isso pode ser explicado pelo fato de ser o rDNA
repetitivo, o qual apresentou mutagdio em determinados sitios dentro da regido
ITS, em algumas das unidades de repetigo, fazendo com que a enzima ndo mais
reconhecesse o seu sitio de restrigio em algumas das regides repetitivas. Estes
resultados corroboram com a diferenca detectada pela técnica de RAPD, na qual
mostrou o isolado CS2 ser geneticamente diferente € o mais divergente em
relagdo aos demais isolados de 4. blazei estudados.

O fragmento amplificado correspondente a regido ITS também foi
purificado e seqilenciado nas duas diregdes (5° — 3° e 3’ — 5°), utizando-se os
primers 1TS1 e ITS4. No entanto, ndo foi possivel o seqiienciamento total desta
regido para a maioria dos isolados, uma vez que a montagem do
seqiienciamento, realizado nas duas dire¢Ses, revelou um alto contetdo de erros.

Isto pode ter sido ocasionado, provavelmente, devido a baixa especificidade do
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primer na temperatura de anelamento utilizada, que foi de 50°C, ou a quantidade
de DNA utilizado ou também a quantidade de Big Dye utilizado, os quais
poderiam estar interferindo diretamente na qualidade do seqiienciamento.
Suspeitando-se de que fosse algum desses fatores, tal procedimento foi repetido,
alterando-se a concentragio do DNA, a temperatura de anelamento ¢ a
quantidade de Big Dye. No entanto, o seqilenciamento novamente acusou erros,
que impossibilitaram o segiienciamento completo desta regido. Somente para
alguns isolados (CHP, PB, CS1, CS2, CS5 e CS9) é que foi possivel obter o
seqiienciamento dessa regido, apesar de ter ocorrido muita perda de informagdes
nas extremidades da regido ITS. No entanto, o alinhamento dessas seqiiéncias
(Anexo B) permitiu a comparagdo entre os isolados que foram seqiienciados,
verificando diferencas nas seqiiéncias das duas espécies analisadas (4. bisporus
e A. blazei). Entretanto ndo foram encontradas diferencas nas seqiiéncias entre
os isolados da mesma espécie.

Estes resultados mostram a importincia de se avaliar toda a seqiiéncia
do rDNA, em especial a regifio ITS de 4. blazei, visto que a variabilidade
genética nesta regifio parece ser reduzida nesta espécie. Portanto, torna-se
necessirio um novo seqlienciamento da regidio ITS, principalmente do isolado
CS2 de 4. blazei, para tentar identificar o ponto de mutagdo que deu origem ao
polimorfismo parcial com a enzima Hindlll, detectado por meio da técnica de
PCR-RFLP (Figura 12).

As seqiléncias obtidas pelo seqlienciamento foram submetidas &
comparagBes utilizando o servigo do Centro Nacional de Informacdes
Biotecnol6gicas — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), comparando-as
com outras seqiiéncias depositadas no GenBank. Todas as seqiiéncias avaliadas
apresentaram alta homologia com as espécies estudadas (4. bisporus e A.
blazei), mostrando que os isolados utilizados no presente trabalho sdo de fato da

espécie de interesse. Os resultados identificaram as seis sequéncias como
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pertencentes a espécie 4. bisporus strain RWK1737 (CHP e PB) e a espécie
A. blazei strain SA514 (CS1, CS2, CS5 e CS9) correspondentes a regido ITS,
com fndices de 99% e 97% de similaridade, respectivamente.

Os isolados também foram examinados com relagéio ao gene ribossomal
18S e as andlises de polimorfismos e seqilenciamento parcial deste gene néo
revelaram diferengas que pudessem separar nem mesmo as espécies 4. blazei de
A. bisporus (Anexo C). Segundo alguns autores, a regido 18S ¢ muito
conservada e, por isso, tem sido utilizada, em fungos, para estabelecer relagbes
filogenéticas entre organismos mais distantes (Berbee & Taylor, 1992; Hopple
Jr. & Vilgalys, 1999; Binder & Hibbett, 2002; Wanderlei-Silva et al., 2003). No
entanto, alguns trabalhos tém demonstrado que, apesar de conservados, 0s
fragmentos amplificados da seqiiéncia correspondente & subunidade menor 18S
contém regides conhecidas por sua variabilidade e capacidade de distingéo entre
espécies de fungos (Maiwald et al.,, 1994; Kim et al., 1999; Nascimento &
Martinez-Rossi, 2001; Destéfano, 2003). Outras regies, como o gene 28S,
apesar de muito conservado, também podem apresentar algumas variagdes para
a comparagiio de diferentes géneros e, até mesmo, de diferentes espécies
(Bunyard et al., 1995 e 1996; Gargas & Depriest, 1996). Ja o gene 5S é menos
conservado e como tal, pode mudar mais rapidamente com o tempo, adquirindo
mais variacdes (Bunyard et al., 1996).

Assim como a regifio ITS do rDNA, outras regides localizadas entre os
genes, € que ndo sdo franscritas, como a regido IGS, caracterizam-se por
apresentar um elevado grau de variagGes inter e intra-especificas (Herion et al.,
1992; Lewin, 2001; Otero et al., 2004). Além de anilises no rDNA, o mtDNA
também se caracteriza por apresentar caracteristicas importantes, que o fazem
um marcador extremamente Gtil em estudos de taxonomia, variag#o
intra-especifica e relagdes filogenéticas de populagdes ou isolados com
caracteristicas préximas (Watson et al., 1987; Bruns et al., 1991; Kim et al.,
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1992 e 1993), podendo ser uma ferramenta atil, também em estudos de
variabilidade genética da espécie A. blazei. Portanto, outras regides gendmicas
que apresentem um maior polimorfismo precisam ser identificadas e analisadas

para melhor avaliar a diversidade genética desta espécie.
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5 CONCLUSOES

A técnica de RAPD permitiu verificar a elevada similaridade genética
existente entre os isolados CS1, CS3, CS4, CS6, CS8 e¢ CS9 de A. blazei,
indicando que os mesmos sfio proximamente relacionados ou possivelmente

clones, sendo considerados isolados de uma mesma origem.

Os isolados CS2, CS5 e CS7 de 4. blazei apresentaram divergéncia
genética em relag@o aos demais isolados analisados, sendo o isolado CS2 o mais
divergente geneticamente, apresentando, em média, apenas 60% de similaridade

genética em relagfio aos demais isolados de 4. blazei analisados.

Pela técnica de PCR-RFLP, foi verificada a existéncia de um baixo
polimorfismo intra-especifico da regifo ITS do rDNA entre os isolados de
A. blazei,

As enzimas de restrigio Alul e Hindlll revelaram o polimorfismo
interespecifico da regifio ITS do rDNA entre as espécies 4. bisporus e A. blazei,

também revelada pelo seqiienciamento da mesma.

O isolado CS2 de A4. blazei apresentou uma mutagfio no sitio de
restri¢do da enzima Hindlll dentro de algumas repetigdes da regido ITS do seu
rDNA.

De acordo com o seqiienciamento parcial e a andlise de restri¢do das
espécies analisadas, o gene 18S se mostrou muito conservado, apresentando

auséncia de polimorfismo inter e intra-especifico.
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ANEXO B: Alinhamento de seqiiéncias de nucleotideos da regido ITS do
rDNA de isolados de 4. bisporus e A. blazei.

D L I e T P I I e e |
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cs1 ——— -——
€S2 c-meemmmee - i
css e e - -—- -
I el

R Y [ TR Py B IR S I

60 70 80 90 100
CHP ATTGGAGGAA GTGGTCAGCC TATCAGCTCT TTGCTGGATG TAAGGACTTG
PB ATTGGAGGAA GTGGTCAGCC TATCAGCTCT TTGCTGGATG TAAGGACTTG
cs1 e el e PR
cs2 -- mmmmmmmmm mmmmmmmees —meeeee-
css  ----- - --
cs9 - e

SO [P IR (PO I IR T PO [P P
110 120 130 140 150
cHP CAGTGTGAAA ACAGTGCTGT CCTTTACCTT GGCCATGGAR TCTTTTTCCT
PB CAGTGTGAAR ACAGTGCTGT CCTTTACCTT GGCCATGGAA TCTTTTTCCT
cs1 -— - A
e I el
css mmmmmmeom mmmmmeem oo -—- -—--
e R e -
R I B N Y TN PPN By P
160 170 180 190 200
CRP GTTAGAGTCT ATGTTATTCA TTATACTCTT AGAATGTCAT TGAATGTCTT
PB GTTAGAGTCT ATGTTATTCA TTATACTCTT AGAATGTCAT TGAATGTCTT
cs1 GAGTCTATGT CACTCATTAT ACTCTGTCGA ATGTCATTGA ATGTCTTTAC
€82 —-mmemme- - CTCATTAT ACTCTGTCGA ATGTCATTGA ATGTCTTTAC
css  -----—- TGT CACTCATTAT ACTCTGTCGA ATGTCATTGA ATGTCTTTAC
cs9 GAGTCTATGT CACTCATTAT ACTCTGTCGA ATGTCATTGA ATGTCTTTAC
SRR O T [ TP [y el I IR I
210 220 230 240 250
CHP TACATGGGCT ATGCCTATGA AAATTATTAT ACAACTTTCA GCAACGGATC
PB TACATGGGCT ATGCCTATGA AAATTATTAT ACAACTTTCA GCAACGGATC
cs1 ATGGGCTTGT ATGCCTATGA AARTTGTAAT ACAACTITCA GCARCGGATC
cs2 ATGGGCTTGT ATGCCTATGA AAATTGTAAT ACAACTTTCA GCAACGGATC
css ATGGGCTTGT ATGCCTATGA ARATTGTAAT ACAACTTTCA GCAACGGATC
cs9 ATGGGCTTGT ATGCCTATGA ARATTGTAAT ACAACTTTCA GCAACGGATC
R [ P D N DR BT PR I PR
260 270 280 290 300
cep TCTTGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGCAG CGAAATGCGA TRAGTAATGT
PB TCTTGGCTCT CGCATCGATG AAGARACGCAG CGRAATGCGA TAAGTAATGT
cs1 TCTTGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGCAG CGAAATGCGA TAAGTAATGT
cs2 TCTTGGCTCT CGCATCGATG ARGAACGCAG CGARATGCGA TAAGTAATGT
css TCTTGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGCAG CGAAATGCGA TAAGTAATGT
cs9 TCTTGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGCAG CGRAATGCGA TAAGTAATGT
CONTINUA. ..

88



cs1
€82
csS
cs9

CHP
PB

csl
cs2
€SS
cs9

PB

cs1
cs2
css5
cs9

CHP
PB

csl
cs2
csS
cs9

CHP
PB

cs1
cs2
css
cs9

CHP
PB

csl
€82
csSs
cs9

(P I I I PO P I O D e

310 320 330 340 350
GAATTGCAGA ATTCAGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA TCTTGCGCTC
GAATTGCAGA ATTCAGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA TCTTGCGCTC
GAATTGCAGA ATTCAGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA TCTTGCGCTC
GAATTGCAGA ATTCAGTGAR TCATCGAATC TTTGAACGCA TCTTGCGCTC
GAATTGCAGA ATTCAGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA TCTTGCGCTC
GAATTGCAGA ATTCAGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA TCTTGCGCTC

Y I O P T T IS P [P I I |

360 370 380 390 400
CTTGGTATTC CGAGGAGCAT GCCTGTTTGA GTGTCATTAT ATTCTCAACT
CTTGGTATTC CGAGGAGCAT GCCTGTTTGA GTGTCATTAT ATTCTCAACT
CTTGGTATTC CGAGGAGCAT GCCTGTTTGA GTGTCATTAA ATTCTCAACT
CTTGGTATTC CGAGGAGCAT GCCTGTTTGA GTGTCATTAA ATTCTCAACT
CTTGGTATTC CGAGGAGCAT GCCTGTTTGA GTGTCATTAA ATTCTCAACT
CTTGGTATTC CGAGGAGCAT GCCTGTTTGR GTGTCATTAA ATTCTCAACT

B I I e I [ I (PO A [P

410 420 430 440 450
CTCCAATACT TTGTTGTAARR GGAGAGCTTG GATTGTGGAG GTTTGCTGGC
CTCCRATACT TTGTTGTAAR GGAGAGCTTG GATTGTGGAG GTTTGCTGGC
CTCTTATACT TTTTTGTAAA AGAGAGCTTG GACTGTGGAG GCTTGCTGGC
CTCTTATACT TTTTTGTAAA AGAGAGCTTG GACTGTGGAG GCTTGCTGGC
CTCTTATACT TTTTTGTAAA AGAGAGCTTG GACTGTGGAG GCTTGCTGGC
CTCTTATACT TTTTTGTAAR AGAGAGCTTG GACTGTGGAG GCTTGCTGGC

) R TR I e [ R I R e

460 470 480 490 500
TCCTTACTTG GGGTCAGCTC CTCTGAAATG CATTAGCGGA ATCGTCTGCG
TCCTTACTTG GGGTCAGCTC CTCTGAAATG CATTAGCGGA ATCGTCTGCG
CACTT-TTTG GGGTCAGCTC CTCTGAAATG CATTAGCGGA ACCGTTTGCG
CACTT-TTTG GGGTCAGCTC CTCTGAAATG CATTAGCGGA ACCGTTTGCG
CACTT-TTTG GGGTCAGCTC CTCTGARATG CATTAGCGGA ACCGTTTGCG
CACTT-TTTG GGGTCAGCTC CTCTGARATG CATTAGCGGA ACCGTTTGCG

R B IR NI Iy [V O [ B B |

510 520 530 540 550
ATCTGCCACA AGTGTGATAA CTTATCTACA CTGGCGAGGG GATTGCTTTC

ATCTGCCACA AGTGTIGATAA GTTATCTACG CTGGCGAGGG GATTGCTCTC
ATCTGCCACA AGTGTGATAA GTTATCTACG C - -- ———
ATCTGCCACA AGTGTGATAR GTTATCTACA CTGGCGAGGG GATTGCTCTC
ATCTGCCACA AGTGTGATAR GTTATCTACG CTGGCGAGGG GATTGCTCTC

SRR REENS NCETT RISy s [P B PN R B

560 570 580 590 600
TGATGTTCAG CTTCTAATCG TCTAAGGACA ATTTCTTGAA T-—-=—==mm

TGTAATGTTC - ——— - - - _—

TGTAATGTTC AGCTTCTAAT TGTC ——— —_—
TGTAATGTTC AGCTTCTAAT TGTC-—---~- - e me—m————
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ANEXO C: Alinhamento de seqiiéncias de nucleotideos de parte do gene 18S
do rDNA de isolados de 4. bisporus ¢ A. blazei.

CHP
PB

cs1
cs2
cs3
Cs4
css
csé
cs?
cse
cs9

CHP
PB

Csl
cs2
cs3
cs4
CcsS
cs6
cs?
cs8
cs9

PB

cs1
cs2
cs3
cs4
csSs
csé
cs87
cs8
cs9

CHP
PB

csl
cs2
cs3
Ccsq
csS
csé
cs?
css
cs9

20

30

40

---ACTTGCC CTCCAATTGT TCCTCGTTAA
CTGCTGGCAC CAGACTTGCC CTCCAATTGT

TCCTCGTTAA

TAA
TCCTCGTTAA

- ---a
---~CGTTAA
---TCGTTAA

50
GGGATTTAAA
GGGATTTAAA
GGGATTTARA
GGGATTTAAR
GGGATTTAAA
GGGATTTAARA
GGGATTTAAA

60
TTGTACTCAT
TTGTACTCAT
TTGTACTCAT
TTGTACTCAT
TTGTACTCAT
TTGTACTCAT
TTGTACTCAT
~===ACTCAT
TTGTACTCAT

NP IS

110
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC
TTGTCACTAC

P I

160
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT
TTCCTTGGAT

cossleeadd

70

TCCAATTATA
TCCAATTATA
TCCAATTATA
TCCAATTATA
TCCAATTATA
TCCARTTATA
TCCAATTATA
TCCAATTATA
TCCAATTATA
TCCAATTATA
TCCAATTATA

120

CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT
CTCCCCGTGT

170

GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG
GTGGTAGCCG

seenleeadl

80

AGACCCGARA
AGACCCGAAA
AGACCCGARA
AGACCCGAAA
AGACCCGAAA
AGACCCGAAA
AGACCCGARA
AGACCCGAAA
AGACCCGRAA
AGACCCGAAA
AGACCCGAAA

130

CGGGATTGGG
CGGGATTGGG
CGGGATTGGG
CGGGATTGGG
CGGGATTGGG
CGGGATTGGG
CGGGATTGGG
CGGGATTGGG
CGGGATTGGG
CGGGATTGGG

90

GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA
GAGCCCTATA

ceaeloeasl

140

TAATTTGCGC
TARTTTGCGC
TAATTTGCGC
TAATTTGCGC
TAATTTGCGC
TRATTTGCGC
TAATTTGCGC
TAATTTGCGC
TAATTTGCGC
TARTTTGCGC

CGGGATTGGG

P EEEES

180

TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC
TTTCTCAGGC

90

TAARTTTGCGC

190

TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG
TCCCTCTCCG

100
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA
TTGTTATTTA

ceveleaadl

150
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC
GCCTGCTGCC

RPN

200
GRATCGAACC
GAATCGAACC
GAATCGAACC
GAATCGAACC
GAATCGAACC
GARATCGAACC
GAATCGAACC
GAATCGAACC
GAATCGAACC
GAATCGAACC -
GAARTCGAACC

CONTINUA...



PB

cs1
cs2
cs3
cs4
CcsS
csé
cs7
css
cs9

FB

cs1
Ccs2
cs3
cs4
css
Ccs6
Ccs7
cse
cs9

PB

cs1
cs2
cs3
cs4q
cSS
csé

cse
cs9

CHP
PB

cs1
cs2
C83
cs4a
Cs5
Csé
cs7
cs8
cs9

P P |

210
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC
CTTATTCCCC

260

GAAAGTTGAT
GARAAGTTGAT
GAAAGTTGAT
GARAGTTGAT
GAAAGTTGAT
GAAAGTTGAT
GAAAGTTGAT
GARAGTTGAT
GRAAGTTGAT
GAAAGTTGAT
GAAAGTTGAT

310

TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA
TGCGATTCGA

360

GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT
GGTTTTTTAT

NP IR

220

GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT
GTTACCCGTT

N TS

AGGGCAGATA
AGGGCAGATA
AGGGCAGATA
AGGGCAGATA
AGGGCAGATA
AGGGCAGATA
AGGGCAGATA
AGGGCAGATA
AGGGCAGATA
RGGGCAGATA
AGGGCAGATA

N |

GAAGTTATTA
GAAGTTATTA
GAAGTTATTA
GAAGTTATTA
GAAGTTATTA
GAAGTTATTA
GRAGTTATTA
GAAGTTATTA
GAAGTTATTA
GAAGTTATTA
GRAGTTATTA

eeneleens]

370

CTAARTAAATA
CTAATAAATA
CTAATAAATA
CTAATARATA
CTARTAAATA
CTAATARATA
CTAATARATA
CTAATARATA
CTAATARATA
CTAATARATA
CTAATARATA

270

320

NP S|

230"

GAAACCATGG
GAAACCATGG
GAAACCATGG
GAAACCATGG
GAAACCATGG
GAAACCATGG
GAAACCATGG
GAAACCATGG
GAAACCATGG
GAAACCATGG
GARACCATGG

S |

280

TTTGAATGARA
TTTGAATGAA
TTTGAATGAA
TTTGAATGAAR
TTTGAATGAA
TTTGAATGAA
TTTGAATGAAR
TTTGAATGAA
TTTGAATGAA
TTTGAATGAR
TTTGAATGAA

TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA
TGAATCACCA

ceseloeeel

380

CACCCCTTCC
CACCCCTTCC
CAcCceeTTCC
CACCCCTTCC
CACCCCTTCC
CACCCCTTCC
CACCCCTTCC
CACCCCTTCC
CACCCCTTCC
CACCCCTTCC
CACCCCTTCC

91

330

TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA
TAGGCCTCTA

290

GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG
GCATCGCCGG

AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC
AGGGAGCGGC

R N |

390

GGAAGTCGGG
GGAAGTCGGG
GGRAGTCGGG
GGAAGTCGGG
GGAAGTCGGG
GGAAGTCGGG
GGRAAGTCGGG
GGAAGTCGGG
GGAAGTCGGG
GGAAGTCGGG
GGAAGTCGGG

240

340

S RS

250
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC
TCCTACCATC

300
CACAAGGCCA
CACAAGGCCA
CACAAGGCCA
CACAAGGCCA
CACAAGGCCA
CACAAGGCCA
CACAAGGCCA
CACAAGGCCA
CACARGGCCA
CACARGGCCA
CACAARGGCCA

350
GAACCGCGTT
GAACCGCGTT
GAACCGCGTT
GAACCGCGTT
GAACCGCGTT
GAACCGCGTT
GAACCGCGTT
GAACCGCGTT
GAACCGCGTT
GARCCGCGTT
GAACCGCGTT

400
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
GCTTGATTGC
CONTINUA...



CHP
PB

cs1
cs2
cs3
cs4
CS5
csé
cs?
cse
cs9

PB
csl1
cs2

cs4é
CcsS
Cs6
cs7
css
cs9

CHP
PB

csl
cs2

Ccs4
csS
cs6
cs?
css
cs9

410
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC
ATGTATTAGC

460
AAATAARACTA
AARATRAACTA
ARATAAACTA
AAATAAARCTA
ARATARACTA
AAATAAACTA
AAATARACTA
AAATARRCTA
AAATARACTA
AAATAAACTA
AAATAAACTA

I I |

510

N I |

420

TCTAGARTTA
TCTAGAATTA
TCTAGAATTA
TCTAGAATTA
TCTAGAATTA
TCTAGAATTA
TGTAGAATTA
TCTAGAATTA
TCTAGAATTA
TCTAGAATTA
TCTAGAATTA

veealosn.l

470

TARCTGATTT
TRRCTGATTT
TRACTGATTT
TAARCTGATTT
TAACTGATTT
TARCTGATTT

cveadiiant

430

CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT
CCACAGTTAT

NP I |

480

AATGAGCCAT
AATGAGCCAT
AATGAGCCAT
AATGAGCCAT
AATGAGCCAT
AATGAGCCAT

veseleanal

440

CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA
CCATGTAGCA

NP

490

TCGCAGTTTC

veaslocadl

450
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC
AGGTATCATC

NSRS IO |

500
ACAGTACAAA

TCGCAGTTTC
TCGCAGTTTC

ACAGTACAAA
ACAGTACAAA

TAAC
TAAC

TAACTG

TARCTGATTT

520

AATGAGCCAT

530

ceredeeedd

540

S P |

TTTGTTTATA CTTAGACATG CATGGCTTAA TCTTTGAGAC A--=====---

TTTGTTTATA CTTAGACATG CATGGCTTAA TCITTIG----
TTTGTTTATA CTTAGACATG CATGGCTTAA TCTTTGAGAC AAGCATATGA
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